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DESCRIPCION
Acidos nucleicos de unién a SDF-1y el uso de los mismos

La presente solicitud se refiere a una molécula de acido nucleico L- de unién a SDF-1 para usar en terapia, en donde
la terapia comprende influenciar en la migracién de células; una molécula de acido nucleico L- de unién a SDF-1
para usar en un método para el tratamiento y/o prevencién de una enfermedad; una molécula de acido nucleico L-
de unién a SDF-1 para usar en un método para obtener células progenitoras y/o células madre a partir de un primer
sujeto; una molécula de &cido nucleico L- para unirse a SDF-1 para usar en un método reducir células plasméaticas
de vida larga, células B y/o células T de un sujeto; una molécula de acido nucleico L- de unién a SDF-1 para usar en
terapia; el uso de una molécula de acido nucleico L- de unién a SDF-1 para la fabricacién de un medicamento para
el tratamiento y/o prevencién de una enfermedad; el uso de una molécula de acido nucleico L- de unién a SDF-1
para la fabricacion de un medicamento para usar en un método para tratar y/o prevenir una enfermedad; el uso de
una molécula de acido nucleico L- de unién a SDF-1 para la fabricacion de un medicamento, a través de la cual el
medicamento es para el tratamiento de una enfermedad y/o trastorno que implica angiogénesis y/o
neovascularizacion; el uso de una molécula de &cido nucleico L- de union a SDF-1 para la fabricacion de un
medicamento, a través del cual el medicamento es para la restauracion o mejora de un sistema inmune en un sujeto;
y el uso de una molécula de unién a SDF-1 para la fabricacion de un medicamento, a través del cual el medicamento
es para la administracién a un sujeto antes de o de forma simultanea con quimioterapia.

Quimioquinas. Las quimioquinas son una familia de proteinas pequefas basicas de 8-14 kDa que se unen a
heparina, estructuralmente relacionadas. Funcionalmente se pueden clasificar como proinflamatorias,
homeostaticas, o de funciéon dual (Moser, Wolf et al., 2004). Las quimioquinas inflamatorias se inducen mediante
patégenos, citoquinas, o factores de crecimiento y captan leucocitos efectores a sitios de infeccion, inflamacion,
dafo tisular o tumores. Tales quimioquinas regulan la reclutamiento, la activacién, y la proliferacion de células
sanguineas blancas, también referidas como leucocitos (Schall y Bacon 1994; Springer 1995; Baggiolini 1998). Las
quimioquinas inducen selectivamente la quimiotaxis de neutréfilos, eosindfilos, basoéfilos, monocitos, macréfagos,
mastocitos, células T y B. Ademas de su efecto quimiotactico, pueden ejercer selectivamente otros efectos en
respuesta a células sensibles como cambios en la forma celular, incremento transitorio en la concentracién de iones
de calcio intracelulares libres, desgranulacion, regulacién al alza de integrinas, formacién de lipidos bioactivos tales
como, pero que no se limitan a, leucotrienos, prostaglandinas, tromboxanos, o explosidon respiratoria, es decir,
liberacion de especies de oxigeno reactivo para la destruccién de organismos patégenos o células tumorales. Por
tanto, mediante la provocacion de la liberacién de otros mediadores proinflamatorios, quimiotaxis y extravasacion de
leucocitos hacia sitios de infeccién o inflamacién, las quimioquinas desencadenan el aumento de la respuesta
inflamatoria. Las quimioquinas homeostaticas, por otro lado, se expresan en la médula 6sea y en tejidos linfaticos de
manera predominante, y estan implicadas en la hematopoyesis, el control, y las respuestas inmunes adaptativas
(Godessart 2005).

Clases de quimioquinas. En base a la disposicion de los primeros dos de los cuatro restos de cisteina conservados,
las quimioquinas se dividen en cuatro clases: CC o B-quimioquinas en los que las cisteinas estan en tandem, CXC o
a-quimioquinas, donde estan separados por un resto de aminodacido adicional, XC o y-quimioquinas que poseen sélo
un puente disulfuro, de esta manera la linfotactina que también es referida como XCL1 es la Unica representante
hasta la fecha, quimioguinas CX3C que se caracterizan por tres restos aminodcidos entre las cisteinas siendo la
fractalquina unida a membrana el Unico miembro de la clase (Bazan, Bacon et al., 1997). Las quimioquinas
normalmente tienen dos nombres, uno que se relaciona con su funcion y otro que es el nombre sistematico, segun
las caracteristicas de la secuencia.

Quimioquinas CXC. Las quimioquinas CXC actian normalmente sobre los neutréfilos, en particular sobre las
quimioquinas CXC que tienen la secuencia de aminoacidos ELR en su amino terminal. Ejemplos de quimioquinas
CXC que son activas sobre neutrofilos son IL-8/CXCL8, GROa/CXCL1, GROB/CXCL2, y GROy/CXCL3, NAP-
2/CXCL7, ENA-78/CXCL5, SDF-1/CXCL12 y GCP-2/CXCL6. Las quimioquinas CXC actlan sobre una gran variedad
de leucocitos, tal como monocitos, macréfagos, eosindfilos, baséfilos, asi como linfocitos T y B (Oppenheim,
Zachariae et al., 1991; Miller y Krangel 1992; Baggiolini, Dewald et al., 1994; Jose, Giriffiths-Johson et al., 1994;
Ponath, Qin et al., 1996). Ejemplos de éstos son |-309/CCL1; MCP-1/CCL2, MCP-2/CCL8, MCP-3/CCL7, MCP-
4/CCCL13, Mip-1a/CCL3 y MIP1B/CCL4, RANTES/CCLS5, y eotaxina/CCL11.

Receptores de quimioquinas CXC. Las quimioquinas actian a través de receptores que pertenecen a una
superfamilia de siete receptores unidos a proteina G que abarcan la transmembrana, también referidos como
GPCRs) (Murphy, Baggiolini et al., 2000)). En general, las interacciones de quimioquina y el receptor de quimioquina
tienden a ser prolificas en una quimioquina que se une a los receptores de quimioquina, y por otra parte un receptor
de quimioquina en solitario puede interaccionar con varias quimioquinas diferentes. Algunos receptores conocidos
para las quimioquinas CXC incluyen CXCR1, que se une a GROa, GCP-2, y IL-8; CXCR2, que se une a
quimioquinas que incluyen GROa, GROB, GROy,ENA-78 y IL-8; CXCR3, que se une a quimioquinas que incluyen
PF4, MIG, IP-10, y I-TAC; CXCR4 que hasta el momento ha encontrado sélo senal en respuesta a SDF-1, y CXCRS5,
que ha mostrado sefial en respuesta a BCA-1 (Godessart 2005). Ademas se identific6 CXCR4, un nuevo receptor de
SDF-1 que es referido como RDC1/CXCRY7 (Balabanian, Lagane et al., 2005, Burns, Summers et al., 2006).
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SDF-1. Factor 1 derivado de células estromales (abbr.: SDF-1; sinbnimos, CXCL12; PBSF [factor estimulante del
crecimiento de células pre-B]; TPAR-1 [gen 1 reprimido por TPA]; SCYB12; TLSF [factor estimulante de células de
linfoma timico]; hIRH [intercrina humana reducida en hepatomas]) es una quimioquina CXC angiogénica que no
contiene el motivo ELR tipico de las quimioquinas similares a IL-8 (Salcedo, Wasserman et al., 1999; Salcedo y
Oppenheim 2003) que se une y activa el receptor acoplado a proteina G CXCR4. Esta quimioquina ha sido
descubierta por tres grupos independientemente, bien mediante la clonacién de ADNc que portan las secuencias
sefal N-terminales (Tashiro, Tada et al., 1993), por su capacidad para estimular progenitores tempranos de células
B cuando se expresa en la linea celular estromatica PA6 (Nagasawa, Kikutani et al., 1994), o bien mediante
aislamiento a partir de un banco de ADNc construido a partir de fibroblastos de embrién de ratén tratados con el
activador de proteina quinasa C acetato de tetradodecanoilforbol (abreviado: TPA) (Jiang, Zhou et al., 1994). Como
resultado de un corte y empalme alternativo, existen dos formas de SDF-1, SDF-1a (68 aa) y SDF-1B, que,
comparado a SDF-1a tiene cinco restos adicionales en el C-terminal (Shirozu, Nakano et al., 1995). Aln no se
conoce completamente la importancia biolégica de estas dos variantes de corte y empalme.

Secuencias de SDF-1. La conservacién de la secuencia entre SDF-1 de diferentes especies es notable: la SDF-1a
humana (SEQ ID NO:1) y la SDF-1a murina (SEQ ID NO:2) son casi idénticas. S6lo aparece un Unico cambio
conservativo de V a | en la posicién 18 (Shirozu, Nakano et al., 1995).

Estructura NMR de SDF-1. Existe un modelo estructural de NMR (registro PDB, 1SDF) para SDF-1 [8-68]. Se ha
descubierto que la SDF-1 es un mondmero con una region N-terminal desordenada. Las diferencias con otras
quimioquinas se encuentran principalmente en el empaquetamiento del ndcleo hidréfobo y en la distribucion de la
carga superficial (Crump, Gong et al., 1997).

Actividades fisiologicas de SDF-1. Actividades fisiologicas de SDF-1: Puesto que el receptor CXCR4 de SDF-1 se
expresa de modo generalizado sobre leucocitos, células dendriticas maduras, células endoteliales, células
cerebrales y megacariocitos, las actividades de SDF-1 son pleiotrépicas. Esta quimioquina, mas que cualquier otra
identificada hasta la fecha, muestra la gama mas amplia de funciones bioldgicas, en especial fuera del sistema
inmunoldgico. Los efectos funcionales mas significativos de SDF-1 son:

Conducir y unir células epiteliales a sitios neovasculares en la porcion del coroides de la retina. Se ha demostrado
que la SDF-1 esta implicada en la conduccién de células epiteliales al coroides durante la neovascularizacion en el
tejido ocular. El papel exacto de estas células aun sigue investigandose, pero la hipotesis publicada es que las
células epiteliales estan implicadas en la formacién de vasos sanguineos aberrantes (Sengupta, Caballero et al.,
2005).

Células madre. La SDF-1 es necesaria para mantener células madre y células progenitoras (normalmente CD34+)
en la médula 6sea del adulto. Puede emplearse AMD3100, un antagonista de CXCR4 selectivo, para movilizar las
células CD34+ para el trasplante de células madre hematopoyéticas. Las células CD34+ migran in vitro e in vivo
hacia un gradiente de SDF-1 producido por las células estromales (Aiuti, Webb et al., 1997).

Desarrollo y quimiotaxis de células B. La SDF-1 apoya la proliferacion de células pre-B y aumenta el crecimiento de
progenitores de células B de la médula ésea (Nagasawa, Kikutani et al., 1994); induce la migracién especifica de
células pre- y pro-B, aunque no actia como quimioatrayente significativo para células B maduras (D’Apuzzo, Rolink
et al., 1997; Bleul, Schultze et al., 1998). Probablemente, la SDF-1 es importante para colocar las células B dentro
del tejido linfoide secundario.

Quimiotaxis de células T. La SDF-1 es uno de los quimioatrayentes de células T mas eficaz; CXCR4 esté presente
en muchos subconjuntos de células T (Bleul, Farzan et al., 1996).

Desarrollo embrionario. La SDF-1 y su receptor CXCR4 son fundamentales para el desarrollo embrionario. Ratones
con SDF-1 y CXCR4 inmunosuprimidos mueren de manera perinatal; muestran defectos en el septo ventricular
cardiaco o un desarrollo cerebelar anémalo ademas de un nimero reducido de progenitores de células B y de
células mieloides (Nagasawa, Hirota et al., 1996; Ma, Jones et al., 1998; Zou, Kottmann et al., 1998). La SDF-1
también es necesaria para la ontogenia normal del desarrollo de la sangre durante la embriogénesis (Juarez y
Bendall, 2004).

Infeccion por VIH. La SDF-1 es capaz de inhibir la entrada de VIH-1 T-trépica en lineas celulares que portan CXCR4,
y la expresion de SDF-1 puede tener una relacion importante en la patogénesis del SIDA, puesto que un
polimorfismo en el gen SDF-1 humano afecta a la aparicion del SIDA (Bleul, Farzan et al., 1996).

Otros trastornos. Unos niveles de expresion alterados de SDF-1 o su receptor CXCR4 o unas respuestas alteradas
hacia estas moléculas estan asociados con muchas enfermedades humanas, tales como retinopatia (Brooks,
Caballero et al., 2004; Butler, Guthrie et al., 2005; Meleth, Agron et al., 2005); cancer de mama (Muller, Homey et al.,
2001; Cabioglu, Sahin et al., 2005), ovarios (Scotton, Wilson et al., 2002), pancreas (Koshiba, Hosotani et al., 2000),
tiroides (Hwang, Chung et al., 2003), y nasofaringe (Wang, Wu et al., 2005); glioma (Zhou, Larsen et al., 2002);
neuroblastoma (Geminder, Sagi-Assif et al., 2001); leucemia linfocitica cronica de células B (Burger, Tsukada et al.,
2000); sindrome WHIM (verrugas, hipogammaglobulinemia, infecciones, mielokatexis) (Gulino, Moratto et al., 2004;
Balabanian, Lagane et al., 2005; Kawai, Choi et al., 2005); sindromes de deficiencia inmunolégica (Arya, Ginsberg et
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al., 1999; Marechal, Arenzana-Seisdedos et al., 1999; Soriano, Martinez et al., 2002); neovascularizacién patoldgica
(Salvucci, Yao et al.,, 2002; Yamaguchi, Kusano et al., 2003; Grunewald, Avraham et al., 2006); inflamacion
(Murdoch 2000; Fedyk, Jones et al., 2001; Wang, Guan et al., 2001); esclerosis multiple (Krumbholz, Theil et al.,
2006); artritis reumatoide/osteoartritis (Buckley, Amft et al., 2000; Kanbe, Takagishi et al.,2002; Grassi, Cristino et al.,
2004).

Antagonismo de SDF-1 y su receptor. En entornos experimentales en animales, los antagonistas de SDF-1 o su
receptor han demostrado ser eficaces para bloquear el crecimiento y/o la propagacién metastasica de células de
canceres humanos de diferente origen, tal como pancreas (Guleng, Tateishi et al., 2005; Saur, Seidler et al., 2005),
colon (Zeelenberg, Ruuls-Van Stalle et al., 2003; Guleng, Tateishi et al., 2005), mama (Muller, Homey et al., 2001;
Lapteva, Yang et al., 2005), pulmén (Phillips, Burdick et al., 2003), glioblastoma y meduloblastoma (Rubin, Kung et
al., 2003), prostata (Sun, Schneider et al., 2005), osteosarcoma (Perissinotto, Cavalloni et al., 2005), melanoma
(Takenaga, Tamamura et al., 2004), estdmago (Yasumoto, Koizumi et al., 2006) y mieloma multiple (Menu, Asosingh
et al.,, 2006). Ademas, la terapia con anti-SDF-1 ha resultado beneficiosa en modelos animales para evitar la
neovascularizacion retiniana (Butler, Guthrie et al., 2005, Mames, Mattheus et al., 2006), la nefritis (Balabanian,
Couderc et al., 2003) y la artritis (Matthys, Hatse et al., 2001; Tamamura, Fujisawa et al., 2004; De Klerck, Geboes et
al., 2005). Por otra parte, un antagonista de CXCR4 selectivo, AMD3100, se utilizé para movilizar células CD34+
para el trasplante de células madre hematopoyéticas. Las células CD34+ migran in vitro e in vivo a lo largo de un
gradiente de SDF-1 producido por células estromales (Aiuti, Webb et al., 1997).

SDF-1 y enfermedades oculares. La SDF-1 desempefia un papel en la patologia de enfermedades de la parte
posterior del ojo, tales como la retinopatia diabética (siglas RD) (Fong, Aiello et al., 2004) y la degeneracién macular
relacionada con la edad (siglas DMRE) (Ambati, Anand et al., 2003). Estas dos enfermedades dafan al ojo y
conducen a la pérdida gradual de visidbn que culmina en ceguera. Los dafos aparecen debido al crecimiento
inapropiado de vasos sanguineos en la parte posterior del ojo, un proceso conocido como neovascularizacién
coroidea (siglas CNV). Durante la CNV, nuevos vasos sanguineos que se originan en el coroides migran a través de
una rotura en la membrana de Bruch hacia el epitelio pigmentario subretiniano (siglas sub-RPE) o espacio
subretiniano. Los vasos andémalos pueden sangrar, también referido como hemorragia intra-retiniana, o soltar fluidos
bajo la retina. Esto puede dejar cicatrices y elevar la macula, lo cual distorsiona la visién.

Retinopatia diabética. La retinopatia diabética (RD) es una secuela importante de la diabetes, y aparece con
frecuencia en pacientes con ambos tipos de diabetes, de tipo 1 y tipo 2. Existen aproximadamente 16 millones de
diabéticos en EE.UU. y casi 8 millones padecen alguna forma de RD. Cuando la retinopatia diabética proliferativa
(siglas RDP) permanece sin tratar, aproximadamente 60% de los pacientes adquieren ceguera en uno o ambos 0jos
dentro de 5 afios. Con el alarmante aumento en la frecuencia de la diabetes en Norteamérica, Europa y muchos
paises emergentes, la poblacion de pacientes esta creciendo con rapidez. Por ejemplo, la incidencia de la ceguera
es 25 veces mas alta en pacientes con diabetes que en la poblacion general. Ademas, la RD es la causa mas comun
de ceguera en sujetos de mediana edad, y es responsable de al menos 12% de todos los casos nuevos en Estados
Unidos cada afno. Se han puesto en marcha programas de exploracion para que la vision de los pacientes diabéticos
pueda controlarse y pueda administrarse un tratamiento, si esta disponible, a tiempo.

Las causas directas de RD se conocen poco, pero se cree que la enfermedad tiene sus origenes en una
combinacion de fuentes: una auto-regulacion alterada del flujo sanguineo retiniano; la acumulacion de sorbitol dentro
de las células retinianas; y la acumulacion de productos finales de la glicosilacion avanzada en el fluido extracelular.
Todos estos factores estan relacionados directa o indirectamente con la hiperglucemia, la abundancia de azucar en
el torrente sanguineo.

Los sintomas de RD son similares a los de la DMRE. Los pacientes pierden células de la retina y aparecen
microaneurismas, es decir, flujos de sangre, que aparecen en la membrana basal de la retina. Ademas, el factor de
crecimiento endotelial vascular (siglas VEGF), el factor de crecimiento 1 similar a insulina (IGF-1) y otros factores
transportados por la sangre, que pueden incluir la SDF-1, atraen a nuevas células vasculares y estimulan la
formacion de vasos sanguineos que provocan dafios.

Degeneracion macular relacionada con la edad (DMRE). La DMRE destruye la vision central de una persona. Las
etapas tempranas de la enfermedad incluso pueden pasar desapercibidas, porque los sintomas varian entre los
pacientes. A veces, un paciente se ve afectado sélo en un ojo, o la visién puede deteriorarse en ambos ojos, aunque
no significativamente. La enfermedad provoca distorsiones en la vision o una percepcion defectuosa del color. A
menudo aparece una mancha oscura en el centro del campo visual.

La etiologia (desarrollo) de la enfermedad no se conoce bien. A menudo se piensa en la DMRE como el
envejecimiento de la capa mas externa de la retina. Aparecen alteraciones fisicas en el centro de la retina, también
denominada macula, que es la parte de la retina relacionada con la vision mas aguda.

La DMRE himeda comienza como una secuela de la forma seca de la enfermedad. Aproximadamente 90% de los
pacientes padecen la forma seca de la DMRE, que provoca el adelgazamiento de los tejidos maculares y
alteraciones en su pigmentacioén. El resto presentan la forma hiumeda, que implica neovascularizacién coroidea y a
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menudo la formacion de un edema macular y el sangrado de la retina y la sub-retina. Todo esto conduce a un rapido
deterioro de la agudeza visual.

Hasta ahora la causa mas comun de ceguera en personas mayores de 55 es la DMRE que afecta aproximadamente
del 4% al 5% de la poblacién de Estados Unidos con una edad de 65-74 anos, y casi al 10% de personas con 75
afnos o mas. Existen alrededor de 5 millones de personas mayores de 80 afios sélo en Estados Unidos que padecen
esta enfermedad y se prevé que otros 5 millones de personas la padeceran para 2020.

Tumores. Los tumores (incluyendo a neoplasias y tumores sélidos y hematoldgicos) no son sélo masas de células
cancerosas: la infiliracion de los tumores por células inmunoldgicas es una caracteristica del cancer. Muchos
canceres humanos presentan una red compleja de quimioquinas que influye en el grado y fenotipo de este infiltrado,
asi como en el crecimiento, supervivencia y migracion del tumor y en la angiogénesis. La mayoria de los tumores
solidos contienen muchas células estromales no malignas. De hecho, las células estromales a veces estan en un
nimero mayor que las células cancerigenas. Las células estromales predominantes que se encuentran en los
canceres son macréfagos, linfocitos, células endoteliales y fibroblastos.

SDF-1 en tumores. Las células de diferentes tipos de cancer presentan diferentes perfiles de expresion del receptor
de quimioquinas, pero el receptor CXCR4 de SDF-1 es el que se encuentra mas habitualmente en células tumorales
de ratdn y humanas: las células tumorales procedentes de al menos 23 tipos diferentes de canceres humanos de
origen epitelial, mesenquimatico y hematopoyético expresan CXCR4 (Balkwill, 2004) con SDF-1 como el Unico
ligando conocido para CXCR4. Aparte del tejido de médula ésea y linfoide secundario, en donde se expresa
constitutivamente, la SDF-1 se encuentra en sitios de tumores primarios en el linfoma (Corcione, Ottonello et al.,
2000) y tumores cerebrales tanto de linaje neuronal como astrocitico. Ademas, esta presente a niveles elevados en
el cancer de ovario (Scotton, Wilson et al., 2002) y pancreatico (Koshiba, Hosotani et al., 2000), asi como en sitios
de metastasis en cancer de mama (Muller, Homey et al., 2001) y de tiroides (Hwang, Chung et al., 2003),
neuroblastoma y neoplasias hematologicas (Geminder, Sagi-Assif et al., 2001). Por el contrario, la expresion de
CXCR4 es baja o esta ausente en el epitelio normal de mama (Muller, Homey et al., 2001), ovario (Scotton, Wilson
et al., 2002) y prostata (Sun, Schneider et al., 2005).

Ademas de CXCR4 se identificé un nuevo receptor SDF-1: RDC1/CXCR7 (Balabanian, Lagane et al. 2005, Burns,
Summers et al,, 2006). Estudios in vitro e in vivo con lineas celulares de cancer de préstata sugieren que
alteraciones en la expresion de CXCR7/RDC1 estan asociadas con la mejora de actividades adhesivas e invasivas,
ademas de una ventaja en la supervivencia. Ademas, se observo que los niveles de CXCR7/RDC1 estan regulados
por CXRC4 (Wang et al, 2008). En estudios in vitro e in vivo se ha demostrado que ambos receptores para SDF-1,
principalmente CXRC4 y CXCR7 promueven el crecimiento tumoral, el potencial metatastico y la resistencia a la
apoptosis (quimioterapia inducida) en varios tumores, por ejemplo, cancer de mama, glioblastomas, cancer de
ovario, neuroblastoma, cancer de pulmén, de colon y de préstata (Burns et al., 2006; Li et al., 2008; Scotton et al.,
2002; Yang et al., 2008; Zagzag et al., 2008).

Por tanto, la expresion de CXCR4 y CXCR7 parece ser una caracteristica general de varios tumores.

Inhibicién de la sefalizacion del receptor de quimioquina como una opcion terapéutica en el tratamiento del cancer.
La inhibicion de la sefalizacion del receptor de quimioquina en células tumorales tiene el potencial de inducir la
detencién del crecimiento o la apoptosis, y evitar la invasion y la metastasis in vivo como muestra la siguiente
evidencia: la genosupresion de CXCR4 por ARNsi anula el crecimiento del tumor de mama (Lapteva, Yang et al.,
2005); células de hibridoma-T que se transfectaron con una construccion que evita la expresion en la superficie de
CXCR4 ya no pueden metastatizar a érganos distantes cuando se inyectan por via intravenosa a ratones
(Zeelenberg, Ruuls-Van Stalle et al., 2001); en experimentos similares con células de cancer colorrectal, las
metastasis de pulmén e higado se redujeron mucho (Zeelenberg, Ruuls-Van Stalle et al., 2003); anticuerpos anti-
CXCR4 inhiben la propagacién de xenoimplantes de cancer de mama hacia los nodulos linfaticos (Muller, Homey et
al., 2001); el tratamiento de células linfoblastoides con anticuerpos anti-CXCR4 o anti-SDF-1 retrasa el crecimiento
tumoral en ratones (NOD)/SCID (Bertolini, Dell’Agnola et al., 2002); anticuerpos anti-SDF-1 inhiben el desarrollo de
metastasis de 6rganos de células de cancer de pulmén no microcitico (siglas NSCLC) (Phillips, Burdick et al., 2003);
la administracién sistémica del antagonista de CXCR4 AMD3100 (AnorMED Inc.) inhibe el crecimiento de
xenoinjertos de glioblastoma y meduloblastoma intracraneales, y aumenta la apoptosis de células tumorales dentro
de las 24 horas (Rubin, Kung et al., 2003); anticuerpos anti-SDF-1 inhiben el crecimiento de células de cancer de
mama MCF-7 mezcladas con fibroblastos asociados a carcinoma (Orimo, Gupta et al., 2005); la neutralizacién de
CXCR4 con anticuerpos bloquea la metéstasis del cancer de préstata y el crecimiento en sitios 6seos (Sun,
Schneider et al., 2005); el desarrollo de metastasis del pulmon después de la inyeccién de células de osteosarcoma
se evita mediante la administracién del antagonista de CXCR4 peptidico T134 (Perissinotto, Cavalloni et al., 2005).

Diferentes autores han llegado a la conclusion de que dirigirse al eje SDF-1/CXCR4 proporciona nuevas opciones
terapéuticas para pacientes con cancer:

Los tumores de ovario humanos expresan claramente SDF-1 y, a menor nivel, VEGF. Ambas proteinas son
activadas por la hipoxia en el tumor. Unas concentraciones patoldgicas de cualquiera de estas proteinas por si solas
no son suficientes para inducir la angiogénesis in vivo, pero juntas, SDF-1 y VEGF en concentraciones patoldgicas
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inducen la neovascularizacion de manera eficaz y sinérgica. Por tanto, la interrupcién de este eje sinérgico, en lugar
de VEGF en solitario, es una estrategia de antiangiogénesis nueva y eficaz para tratar el cancer (Kryczek, Lange et
al., 2005);

Las lineas de células de cancer de mama, cuando estan equipadas con la via de sefializacion de SDF1/CXCR4
autocrina, muestran un comportamiento agresivo. Este incluye un aumento de la invasividad y la migracion, junto
con un crecimiento mas rapido. Por tanto, el eje SDF-1/CXCR4 puede proporcionar informacién importante para
predecir la naturaleza agresiva y puede constituir dianas terapéuticas importantes en el cancer de mama humano
(Kang, Watkins et al., 2005);

La migracién y la metastasis de células de cancer de pulmén microcitico (siglas SCLC), que expresan niveles
elevados de CXCR4, estan reguladas por SDF-1. La activacién de CXCR4 promueve la adhesion a células auxiliares
(tales como células estromales) y moléculas de la matriz extracelular dentro del microentorno tumoral. Estas
interacciones adhesivas dan como resultado una mayor resistencia de las células SCLC a la quimioterapia. Asi, los
inhibidores del eje SDF-1/CXCR4 aumentan la quimiosensibilidad de las células SCLC y conducen a nuevos
caminos terapéuticos para pacientes con SCLC (Hartmann, Burger et al., 2004) y otros tumores.

Senfalizacion del receptor de quimioquinas y trafico de células madre. El eje SDF-1/CXCR4 emerge como un
regulador crucial del tréafico de diversos tipos de células madre en el cuerpo. Puesto que la mayoria, sino todas, las
neoplasias se originan en el compartimento de células madre/progenitoras, las células madre del cancer también
expresan CXCR4 sobre su superficie y, como resultado de esto, el eje SDF-1/CXCR4 esta implicado en dirigir el
trafico/metastasis a 6rganos que expresan SDF-1 tales como, por ejemplo, nédulos linfaticos, pulmones, higado, y
huesos. En consecuencia, las estrategias dirigidas a modular el eje SDF-1/CXCR4 pueden tener importantes
aplicaciones clinicas en la medicina regenerativa para transportar células madre normales a los tejidos, y en la
oncologia clinica para inhibir la metastasis de células madre cancerosas (Kucia, Reca et al., 2005).

Movilizacion de células madre. Los leucocitos, también conocidos como células sanguineas blancas, incluyen los
neutréfilos, macréfagos, eosindfilos, basoéfilos/mastocitos, células B y células T. Las células sanguineas blancas se
reemplazan continuamente a través del sistema hematopoyético, mediante la accién de factores estimulantes de
colonias (CSFs) y varias citoquinas en células madre y células progenitoras en tejidos hematopoyéticos. De estos
factores el factor conocido de forma mas amplia es el factor estimulante de colonias (siglas G-CSF) que ha sido
aprobado para usar para contrarrestar los efectos negativos de la quimioterapia mediante la estimulaciéon de la
produccion de células sanguineas blancas y células progenitoras (movilizacion de células madre sanguineas
periféricas). Existe un numero de antigenos de superficie celular que se emplean como marcadores para la
caracterizacion de poblaciones de células madre y progenitoras. Estos marcadores también se someten a cambio,
siempre y cuando, se descubran més marcadores especificos. En la actualidad las células madre hematopoyéticas
se caracterizan por ser CD34+, C-kit+, Sca-1+, CD45+, lin-, y CD38- (CD38 es también un marcador de linaje, por lo
tanto, es innecesario para lin-). La médula 6sea es también un hospedador de varios tipos de células madre que no
son hematopoyéticas, pero pueden dar lugar a otros tipos de células y tejidos: células del sistema mesenquimatico
se caracterizan como CD34+, Sca-1+, lin-, BMPR+ y/o STRO-1+, células madre de tejidos comprometidos de la
médula 6sea: se definen actualmente como CXCR4+, CD34+, CD45-. Subpoblaciones de células madre de tejidos
comprometidos de tejidos comprometidos de la médula 6sea son (Majka et al., 2005):

células madre esqueléticas: Myf5+, MyoD+
células madre cardiacas: NKx2.5+, GATA4+
células madre hepaticas: CK19+, a-fetoproteina+
células madre neuronales: nestina+, GATA4+

Se han presentado varios de otros factores para incrementar las células sanguineas blancas y las células
progenitoras, tanto en seres humanos como en sujetos animales. Estos agentes incluyen la colonia de macro6fagos-
granulocitos (siglas GM-CSF), interleuquina 1 (siglas IL-1), interleuquina 3 (siglas IL-3), interleuquina 8 (siglas IL-8),
PIXY-321 (siglas GM-CSF/proteina de fusién IL-3), proteina inflamatoria de macréfagos (siglas MIP), GROP
(CXCL2) y GROBT (CXCL2A4), factor de células madre, trombopoyetina y oncogen relacionado con el crecimiento,
como agentes en solitario o en combinaciéon (Broxmeyer, Benninger et al., 1995); Glaspy, Davis et al., 1996;
Rosenfeld, Bolwell et al., 1996; Glaspy, Shpall et al., 1997; Vadhan-Raj, Murray et al., 1997; Broxmeyer, Orazi et al.,
1998; Dale, Liles et al., 1998; Pruijt, Willemze et al., 1999; King, Horowitz et al., 2001).

Aunque los factores de crecimiento enddgenos son eficaces farmacolégicamente, las desventajas bien conocidas de
emplear proteinas y péptidos como productos farmacéuticos destacan la necesidad de afnadir al repertorio de dichos
factores de crecimiento otros agentes que sean eficaces en la medida de lo posible, es decir, que incrementen las
células progenitoras de leucocitos y de células madre respectivamente, preferiblemente para incrementar el nivel de
los mismos en la sangre periférica de un sujeto. Por consiguiente, un problema subyacente de la presente solicitud
es la de proporcionar medios y métodos para el tratamiento de enfermedades que estén causadas por o se asocien
con un bajo nivel de células progenitoras de leucocitos y células madre, respectivamente.
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Las células madre se movilizan bien permitir directamente la reparacién de tejidos dafiados en el mismo paciente en
el que se inmovilizan, o bien se movilizan y se recogen a partir de un antigeno de leucocito humano (HLA)
emparejado al donador y se administra al paciente bien de manera intravenosa o directamente en un tejido afectado.
Lo ultimo se puede realizar también con células madre que se inmovilizaron del propio paciente. Antes de la
administracion de las células madre, se pueden expandir y/o diferenciar in vitro.

Enfermedades alérgicas de las vias respiratorias y alergias de contacto. Se encontr6 que SDF-1 actla como un
agente quimiotactico sobre células de mastocitos maduros y precursores — especialmente cuando se libera
histamina a partir de células de mastocitos maduros, por ejemplo, mediante sefalizacion de IgE a través de la unién
al receptor Fc-epsilon en la superficie celular del mastocito (Godot, Arock et al., 2007). En un modelo de raton con
enfermedad alérgica de las vias respiratorias, la neutralizacion de CXCR4 mediada por anticuerpo, que se expresa
en leucocitos como se destacd anteriormente, reduce la hiper capacidad de respuesta. Los anticuerpos reducen
también la eosinifilia pulmonar, particularmente en el fluido de lavado broncoalveolar y del intersticio, a la mitad,
indicando que las sefales mediadas por CXCR4 contribuyen a la inflamacién pulmonar. La neutralizacién de SDF-1-
a da como resultado una reduccion similar tanto en la inflamacién alérgica pulmonar como en la hiper capacidad de
respuesta de las vias areas (Gonzalo, Lloyd et al., 2000). Existe evidencia de que SDF-1 contribuye a la
angiogénesis. Esto se ha demostrado explicitamente por Hoshin et al., en asma mediante el analisis de biopsias
bronquiales para angiogénesis y la expresién de SDF-1. La inmunohistoquimica de secciones de estas biopsias
mostré que los sujetos asmaticos tenian un mayor grado de vascularidad y un mayor niumero de células SDF-1
positivas en comparacion con los sujetos control (Hoshino, Aoike et al., 2003).

Por otra parte, las evidencias clinicas y experimentales indican que los leucocitos que infiltran la piel juegan un papel
crucial en el inicio y el mantenimiento de la dermatitis atopica y se ha demostrado que SDF-1 es un factor importante
para el reclutamiento de linfocitos T y de células dendriticas, especialmente de células dendriticas de Langerhans
(Gombert, Dieu-Nosjean et al., 2005).

Psoriasis. La psoriasis es una enfermedad inflamatoria cutdnea con una base del componente auto-inmunoldgico. La
psoriasis se caracteriza por una fuerte infiliracion de leucocitos en la piel afectada, con células T que juegan un
papel importante. Zhou et al. encontraron entre otros un incremento de la expresién de ARNm de SDF-1 en lesiones
de piel psoriasica (Zhou, Krueger et al., 2003).

Inflamacién articular. Existe evidencia en la bibliografia de la implicacién del eje SDF-1/CXCR4 en la inflamacion
articular. Matthys et al., mostraron que AMD3100, un antagonista de CXCR4 potente y especifico, inhibe la
inflamacién aricular autoinmune en ratones con el receptor deficiente (Matthys, Hatse et al., 2001). La expresion de
SDF-1 se observd también en biopsias sinoviales y por RT-PCR a partir de sujetos afectados por
espondiloartropatia, artritis reumatoide, artritis psoridsica y enfermedad articular degenerativa (osteoartritis). Sin
embargo, la sobre-expresion no se vio en todos los casos (Gu, Marker-Hermann et al., 2002). Se encontraron
resultados similares para CXCR4 empleando RT-PCR.

Artritis reumatoide. Mas recientemente, se encontraron niveles de SDF-1 aumentados en fluido sinovial de pacientes
con artritis reumatoide en comparaciéon con pacientes con osteoartritis (Kim, Cho et al., 2007). Los autores
describieron también que en un cultivo celular, la expresion de SDF-1 a partir de sinoviocitos similares a fibroblastos
se regulaba al alza mediante el co-cultivo de estas células con células T. Esta efecto se observé también mediante
la adicion al medio de cultivo de IL-17, una citoquina de célula T.

La inmunohistoquimica sobre secciones de biopsias articulares revelaron que SDF-1 se expresa en el sinovio de
articulaciones afectadas por artritis psoriasica. Se observd una rapida y significativa mejora clinica después del
tratamiento con infliximab en los 9 pacientes. Esta se acompafié de una reduccion de los niveles de SDF-1
sinoviales entre otros factores (las biopsias se tomaron después de 8 semanas de terapia) (Gu, Marker-Hermann et
al., 2002).

Aunque estas manifestaciones de infiltracion leucocitaria es caracteristica de las enfermedades alérgicas se podrian
desarrollar reacciones alérgicas e inflamatorias en enfermedades autoinmunes con tratamiento no eficaz de tales
enfermedades. Son necesarios otros agentes que afecten en la medida de lo posible el curso de tales
enfermedades, y preferiblemente que afecte a la infiltracion leucocitaria. Por consiguiente, otro problema subyacente
de la presente solicitud es la de proporcionar medios y métodos para inhibir o reducir la infiltracion de leucocitos en
los tejidos. Otro problema subyacente de la presente solicitud es proporcionar medios y métodos para el tratamiento
de enfermedades que estan causadas o se asocian con una infiltracién de leucocitos en los tejidos o con un
incremento del nivel de infiltracién de tales leucocitos en los tejidos.

La sefalizacion de SDF-1 y su receptor afecta a la migracion de células dentro del cuerpo, preferiblemente de un
tejido a otro tejido, de un tejido a la sangre periférica y/o de la sangre periférica a un tejido, conduciendo a varias
enfermedades y trastornos. Una interferencia especifica, preferiblemente la inhibicion de la interaccién entre SDF-1y
el receptor o receptores de SDF-1, pueden causar la mejora de varias enfermedades y trastornos. En vista de lo
anterior, el problema subyacente principal de la presente solicitud es proporcionar medios y métodos para afectar a
la migracion de células dentro del cuerpo, preferiblemente de un tejido a otro tejido, de un tejido a la sangre
periférica y/o de la sangre periférica a un tejido, de este modo tal migracion conduce o se asocia con varias
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enfermedades y trastornos. Otro problema subyacente de la presente solicitud es proporcionar medios y métodos
que sean causados o0 se asocien con la migracién de las células dentro del cuerpo, preferiblemente de un tejido a
otro tejido, de un tejido a la sangre periférica y/o de la sangre periférica un tejido, conduciendo a varias
enfermedades y trastornos.

La Patente WO 2006/032143 se refiere a composiciones farmacéuticas y métodos que se refieren a la inhibicion de
adhesiones fibrosas de enfermedades inflamatorias empleando fucanos poco sulfatados.

La Patente US 2003/017485 se refiere a un ensayo de migracién celular que permite la identificacion y la
discriminacion de antagonistas del receptor de quimioquina a partir de bloqueadores no especificos.

El problema subyacente de la presente solicitud es resolver mediante el objeto de estudio las reivindicaciones
independientes adjuntas; se pueden extraer realizaciones preferidas a partir de las reivindicaciones dependientes
adjuntas.

Mas especificamente, el problema subyacente de la presente invencion se resuelve en un primer aspecto mediante
una molécula de &cido nucleico L- de union a SDF-1 para uso en terapia, en donde la terapia comprende influir en la
migracion de las células, de este modo la migracion de las células comprende la movilizacion de células en la sangre
periférica de un sujeto, en las que las células se seleccionan del grupo que consiste en células adre, células
cancerosas, células plasmaticas de vida larga, células B y células T, de este modo la molécula de acido nucleico se
selecciona del grupo que consiste en moléculas de &cido nucleico A, moléculas de acido nucleico de tipo B,
moléculas de acido nucleico de tipo C y moléculas de acido nucleico que tienen una secuencia de acido nucleico
segun cualquiera de SEQ ID NO: 142, SEQ ID NO: 143, SEQ ID NO: 144, mediante la cual las moléculas de acido
nucleico A comprenden la siguiente secuencia de nucleotidos central:

5" AAAGYRACAHGUMAAXAUGAAAGGUARC 3 (SEQ ID NO: 19)
en la que Xa esté ausente o es A,
en la que las moléculas de acidos nucleicos de tipo B comprende la siguiente secuencia de nucleétidos central:

5’ GUGUGAUCUAGAUGUADWGGCUGWUCCUAGUYAGG 3’ (SEQ ID NO: 57), y en la que las moléculas de &cido
nucleicos de tipo C comprende una secuencia de nucleétidos central de GGUYAGGGCUHRXAAGUCGG (SEQ ID
NO: 90),

en la que Xa esta ausente o es A.

Mas especificamente, el problema subyacente de la presente invencion se resuelve en un segundo aspecto
mediante una molécula de &cido nucleico L- de union a SDF-1 para usar en un método para el tratamiento y/o
prevencion de una enfermedad, en la que la enfermedad se selecciona del grupo que consiste en lupus sistémico
eritematoso y manifestaciones del mismo, glomerulonefritis y nefropatia, preferiblemente nefropatia diabética; en la
que la molécula de &cido nucleico se selecciona del grupo que consiste en moléculas de acido nucleico de tipo A,
moléculas de &cido nucleico de tipo B, moléculas de acido nucleico de tipo C y moléculas de acido nucleico que
tienen una secuencia de acidos nucleicos segun cualquiera de SEQ ID NO: 142, SEQ ID NO: 143, SEQ ID NO: 144,
mediante la cual las moléculas de acido nucleico A comprenden la siguiente secuencia de nucleétidos central:

5" AAAGYRACAHGUMAAXAUGAAAGGUARC 3 (SEQ ID NO: 19)
en la que Xa esté ausente o es A,
en la que las moléculas de acidos nucleicos de tipo B comprende la siguiente secuencia de nucleétidos central:

5 GUGUGAUCUAGAUGUADWGGCUGWUCCUAGUYAGG 3 (SEQ ID NO: 57), y en la que las moléculas de acido
nucleicos de tipo C comprende una secuencia de nucleétidos central de GGUYAGGGCUHRXAAGUCGG (SEQ ID
NO: 90),

en la que Xa esta ausente o es A.

En una realizacién del segundo aspecto, la molécula de acido nucleico L- inhibe la migracién de leucocitos, células
dendriticas y mastocitos.

Mas especificamente, el problema subyacente de la presente invencion se resuelve en un tercer aspecto mediante
una molécula de acido nucleico L- de unién a SDF-1 para usar en un método para obtener células progenitoras y/o
células madre a partir de un primer sujeto, en el que el método comprende

a) administrar al sujeto la molécula de &acido nucleico en una cantidad eficaz para movilizar dichas células
progenitoras y/o células madre en la sangre periférica de dicho sujeto;

b) seguido del cultivo de dichas células progenitoras y/o células madre a partir de dicho sujeto,
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en el que la molécula de acido nucleico se selecciona del grupo que consiste en moléculas de &acido nucleico de tipo
A, moléculas de acido nucleico de tipo B, moléculas de acido nucleico de tipo C y moléculas de acido nucleico segun
cualquiera de SEQ ID NO: 142, SEQ ID NO: 143 y SEQ ID NO: 144,

en la que las moléculas de acido nucleico de tipo A comprenden la siguiente secuencia de nucleotidos central:
5 AAAGYRACAHGUMAAXAUGAAAGGUARC 3’ (SEQ ID NO: 19)

en la que Xa esté ausente o es A,

en la que las moléculas de acidos nucleicos de tipo B comprende la siguiente secuencia de nucleétidos central:

5’ GUGUGAUCUAGAUGUADWGGCUGWUCCUAGUYAGG 3’ (SEQ ID NO: 57), y en la que las moléculas de &cido
nucleicos de tipo C comprende una secuencia de nucleétidos central de GGUYAGGGCUHRXAAGUCGG (SEQ ID
NO: 90),

en la que Xa esté ausente o es A.

Mas especificamente, el problema subyacente de la presente invencién se resuelve en un cuarto aspecto mediante
una molécula de acido nucleico L- de union a SDF-1 para reducir células plasmaticas de vida prolongada, células B
y/o células T a partir de un sujeto, en el que el método comprende

a) administrar al sujeto la molécula de &acido nucleico en una cantidad eficaz para movilizar dichas células
plasmaticas de vida prolongada, células B y/o células T de en la sangre periférica de dicho sujeto;

b) seguido del cultivo de dichas células plasmaticas de vida prolongada, células B y/o células T a partir de dicho
sujeto;

en el que la molécula de acido nucleico se selecciona del grupo que consiste en moléculas de &cido nucleico de tipo
A, moléculas de acido nucleico de tipo B, moléculas de acido nucleico de tipo C y moléculas de acido nucleico segun
cualquiera de SEQ ID NO: 142, SEQ ID NO: 143 y SEQ ID NO: 144,

en la que las moléculas de acido nucleico de tipo A comprenden la siguiente secuencia de nucleotidos central:
5 AAAGYRACAHGUMAAXAUGAAAGGUARC 3’ (SEQ ID NO: 19)

en la que Xa esta ausente o es A,

en la que las moléculas de acidos nucleicos de tipo B comprende la siguiente secuencia de nucleétidos central:

5’ GUGUGAUCUAGAUGUADWGGCUGWUCCUAGUYAGG 3’ (SEQ ID NO: 57), y en la que las moléculas de &cido
nucleicos de tipo C comprende una secuencia de nucleétidos central de GGUYAGGGCUHRXAAGUCGG (SEQ ID
NO: 90),

en la que Xa esté ausente o es A.

Mas especificamente, el problema subyacente de la presente invencion se resuelve en un quinto aspecto mediante
una molécula de &cido nucleico L- de unién a SDF-1 para usar en terapia, en donde la terapia comprende inhibir la
migracion de leucocitos, en donde la molécula de &acido nucleico se selecciona del grupo que consiste en moléculas
de acido nucleico de tipo A, moléculas de acido nucleico de tipo B, moléculas de &cido nucleico de tipo C y
moléculas de acido que tienen una secuencia de acido nucleico segun una cualquiera de SEQ ID NO: 142, SEQ ID
NO: 143, SEQ ID NO: 144, mediante la cual las moléculas de acido nucleico A comprenden la siguiente secuencia
de nucleétidos central:

5" AAAGYRACAHGUMAAXAUGAAAGGUARC 3 (SEQ ID NO: 19)
en la que Xa esté ausente o es A,
en la que las moléculas de acidos nucleicos de tipo B comprende la siguiente secuencia de nucleétidos central:

5’ GUGUGAUCUAGAUGUADWGGCUGWUCCUAGUYAGG 3 (SEQ ID NO 57), y en la que las moléculas de &cido
nucleicos de tipo C comprende una secuencia de nucleétidos central de GGUYAGGGCUHRXAAGUCGG (SEQ ID
NO: 90),

en la que Xa esta ausente o es A.

En una realizacion del aspecto quinto, sobre migracion de los leucocitos, los leucocitos se acumulan en un tejido, en
el que preferiblemente la acumulacion de los leucocitos conduce a una inflamacién en el tejido.
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Mas especificamente, el problema subyacente de la presente invencidn se resuelve en un sexto aspecto mediante el
empleo de una molécula de &cido nucleico L- de unién a SDF-1 para la fabricacién de un medicamento para el
tratamiento y/o prevencidén de una enfermedad seleccionada del grupo que consiste en lupus sistémico eritematoso
y manifestaciones del mismo, glomerulonefritis y nefropatia, preferiblemente nefropatia diabética;

en la que la molécula de acido nucleico se selecciona del grupo que consiste en moléculas de acido nucleico de tipo
A, moléculas de acido nucleico de tipo B, moléculas de acido nucleico de tipo C y moléculas que tienen una
secuencia de acidos nucleicos segun cualquiera de SEQ ID NO: 142, SEQ ID NO: 143, SEQ ID NO: 144, mediante
la cual las moléculas de acido nucleico A comprenden la siguiente secuencia de nucleétidos central:

5" AAAGYRACAHGUMAAXAUGAAAGGUARC 3’ (SEQ ID NO: 19)
en la que Xa esta ausente o es A,
en la que las moléculas de acidos nucleicos de tipo B comprende la siguiente secuencia de nucleétidos central:

5 GUGUGAUCUAGAUGUADWGGCUGWUCCUAGUYAGG 3’ (SEQ ID NO 57), y en la que las moléculas de acido
nucleicos de tipo C comprende una secuencia de nucleétidos central de GGUYAGGGCUHRXAAGUCGG (SEQ ID
NO: 90),

en la que Xa esté ausente o es A.

En una realizacién del aspecto sexto, la molécula de acido nucleico L- inhibe la migracion de leucocitos, células
dendriticas y mastocitos.

Mas especificamente, el problema subyacente de la presente invencién se resuelve en un séptimo aspecto mediante
el empleo de una molécula de &cido nucleico L- de uniéon a SDF-1 para la fabricacion de un medicamento para uso
en un método para tratar y/o prevenir una enfermedad, en donde el método comprende inhibir la migracion de
leucocitos, en el que la molécula de acido nucleico se selecciona del grupo que consiste en moléculas de acido
nucleico A, moléculas de acido nucleico B, moléculas de acido nucleico C y moléculas de acido nucleico que tienen
una secuencia de acido nucleico segun una cualquiera de SEQ ID NO: 142, SEQ ID NO: 143, SEQ ID NO: 144,
mediante la cual las moléculas de &acido nucleico de tipo A comprenden la siguiente secuencia de nucleétidos
central:

5" AAAGYRACAHGUMAAXAUGAAAGGUARC 3 (SEQ ID NO: 19)

en la que Xa esta ausente o es A,

en la que las moléculas de acidos nucleicos de tipo B comprende la siguiente secuencia de nucleétidos central:
5 GUGUGAUCUAGAUGUADWGGCUGWUCCUAGUYAGG 3’ (SEQ ID NO: 57), y

en la que las moléculas de acido nucleicos de tipo C comprende una secuencia de nucleotidos central de
GGUYAGGGCUHRXAAGUCGG (SEQ ID NO: 90),

en la que Xa esta ausente o es A.

Mas especificamente, el problema subyacente de la presente invencién se resuelve en un octavo aspecto mediante
el empleo de una molécula de acido nucleico L- de unién a SDF-1 para la fabricacion de un medicamento, en el que
el medicamento es para el tratamiento de una enfermedad y/o trastorno que implica angiogénesis y/o
neovascularizacién, en el que el medicamento es para uso en terapia de combinacién con un agente que inhibe
VEGF, y en el que la molécula de acido nucleico se selecciona del grupo que consiste en moléculas de acido
nucleico de tipo A, en moléculas de acido nucleico de tipo B, en moléculas de acido nucleico de tipo C y moléculas
de acido nucleico que tienen una secuencia de acidos nucleicos segin una cualquiera de SEQ ID NO: 142, SEQ ID
NO: 143, SEQ ID NO: 144, mediante la cual las moléculas de acido nucleico de tipo A comprenden la siguiente
secuencia de nucledtidos central:

5" AAAGYRACAHGUMAAXAUGAAAGGUARC 3 (SEQ ID NO: 19)

en la que Xa esta ausente o es A,

en la que las moléculas de acidos nucleicos de tipo B comprende la siguiente secuencia de nucleétidos central:
5 GUGUGAUCUAGAUGUADWGGCUGWUCCUAGUYAGG 3’ (SEQ ID NO: 57), y

en la que las moléculas de acido nucleicos de tipo C comprende una secuencia de nucleotidos central de
GGUYAGGGCUHRXAAGUCGG (SEQ ID NO: 90),

en la que Xa esté ausente o es A.
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Mas especificamente, el problema subyacente de la presente invencion se resuelve en un noveno aspecto mediante
el empleo de una molécula de acido nucleico L- de unién a SDF-1 para la fabricacion de un medicamento, en el que
el medicamento es para la restauracién o mejora de un sistema inmunoldgico en un sujeto y en el que la molécula
de acido nucleico se selecciona del grupo que consiste en moléculas de acido nucleico de tipo A, en moléculas de
acido nucleico de tipo B, en moléculas de acido nucleico de tipo C y moléculas de acido nucleico que tienen una
secuencia de acidos nucleicos segin una cualquiera de SEQ ID NO: 142, SEQ ID NO: 143, SEQ ID NO: 144,
mediante la cual las moléculas de éacido nucleico de tipo A comprenden la siguiente secuencia de nucleétidos
central:

5" AAAGYRACAHGUMAAXAUGAAAGGUARC 3’ (SEQ ID NO: 19)
en la que Xa esta ausente o es A,
en la que las moléculas de acidos nucleicos de tipo B comprende la siguiente secuencia de nucleétidos central:

5 GUGUGAUCUAGAUGUADWGGCUGWUCCUAGUYAGG 3 (SEQ ID NO: 57), y en la que las moléculas de acido
nucleicos de tipo C comprende una secuencia de nucleétidos central de GGUYAGGGCUHRXAAGUCGG (SEQ ID
NO: 90),

en la que Xa esté ausente o es A.

Mas especificamente, el problema subyacente de la presente invencion se resuelve en un décimo aspecto mediante
el empleo de una molécula de acido nucleico L- de unién a SDF-1 para la fabricacion de un medicamento, en el que
el medicamento es para la administracién a un sujeto antes o de manera simultdnea con u quimioterapia,
preferiblemente quimioterapia administrada para el tratamiento del cancer, y en el que la molécula de acido nucleico
se selecciona del grupo que consiste en moléculas de acido nucleico de tipo A, en moléculas de acido nucleico de
tipo B, en moléculas de acido nucleico de tipo C y moléculas de acido nucleico que tienen una secuencia de acidos
nucleicos segun una cualquiera de SEQ ID NO: 142, SEQ ID NO: 143, SEQ ID NO: 144, mediante la cual las
moléculas de acido nucleico de tipo A comprenden la siguiente secuencia de nucleétidos central:

5" AAAGYRACAHGUMAAXAUGAAAGGUARC 3 (SEQ ID NO: 19)
en la que Xa esta ausente o es A,
en la que las moléculas de acidos nucleicos de tipo B comprende la siguiente secuencia de nucleétidos central:

5" GUGUGAUCUAGAUGUADWGGCUGWUCCUAGUYAGG 3 (SEQ ID NO 57), y en la que las moléculas de acido
nucleicos de tipo C comprende una secuencia de nucleétidos central de GGUYAGGGCUHRXAAGUCGG (SEQ ID
NO: 90),

en la que Xa esté ausente o es A.

En una realizacion del primer, segundo, tercero, cuarto, quinto, sexto, séptimo, octavo, noveno y décimo aspecto, la
molécula de acido nucleico comprende una modificacion, en el que la modificacion se selecciona del grupo que
comprende una fracciéon HES y una fraccion PEG.

En una realizacion del primer, segundo, tercero, cuarto, quinto, sexto, séptimo, octavo, noveno y décimo aspecto, la
molécula de &cido nucleico es una molécula de acido nucleico de tipo A, en la que la molécula de acido nucleico de
tipo A tiene una molécula de acido nucleico segun una cualquiera de SEQ ID NOs 5 a 18,25 a 41, 133, 137y 139 a
141.

En una realizacion del primer, segundo, tercero, cuarto, quinto, sexto, séptimo, octavo, noveno y décimo aspecto, la
molécula de acido nucleico es una molécula de acido nucleico de tipo B, en la que la molécula de acido nucleico de
tipo B tiene una molécula de acido nucleico segun una cualquiera de SEQ ID NOs 46 a 56, 61 a 72,y 132.

En una realizacion del primer, segundo, tercero, cuarto, quinto, sexto, séptimo, octavo, noveno y décimo aspecto, la
molécula de &cido nucleico es una molécula de acido nucleico de tipo C, en la que la molécula de acido nucleico de
tipo C tiene una molécula de acido nucleico segun una cualquiera de SEQ ID NOs 79 a 89,94 a 119,y 134 a 136.

En una realizacion del primer aspecto, las células B y/o células T son células B memoria y/o células T memoria.

En una realizacion del primer aspecto, las células progenitoras y/o células madre comprenden células progenitoras
CD34+.

En una realizacion del primer aspecto, la movilizacion de las células progenitoras y/o las células madre tiene lugar
en un tejido hematopoyético.

En una realizacion el tejido hematopoyético es al menos un tejido mieloide y un tejido linfoide, en el que
preferiblemente el tejido mieloide se localiza en la médula 6sea, y preferiblemente el tejido linfoide se localiza en la
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mucosa del tracto digestivo, el tracto respiratorio, los nédulos linfaticos, el bazo, el timo y/o foliculos linfoides en un
tejido inflamado.

En una realizacién del primer aspecto, la molécula de acido nucleico inhibe la migracion de los leucocitos.

En una realizacién del primer aspecto, que es también una realizacion de la sexta realizacion del primer aspecto los
leucocitos son linfocitos-T, linfocitos-B, monocitos, macréfagos, eosindfilos, neutréfilos, basofilos, células dendriticas
y/0 mastocitos.

En una realizacion del primer aspecto, que es también una realizacion de la sexta y la séptima realizacion del primer
aspecto, sobre migracion de leucocitos, los leucocitos se acumulan en un tejido, en el que preferiblemente la
acumulacion de los leucocitos conduce a una inflamacion de dicho tejido.

En una realizacion del primer aspecto, que es también una realizacién de la octava realizacién del primer aspecto el
tejido comprende piel, mucosa, érganos como los seleccionados pero no restringidos a ojo, cerebro, pulmén,
rifones, corazoén, higado, tracto gastrointestinal, bazo, piel, huesos y/o sistema linfatico, preferiblemente piel y/o
mucosa de las vias respiratorias.

En una realizacién del primer aspecto, que es también una realizacién del primer aspecto y de cualquiera de la
primera a la novena realizacion del primer aspecto la molécula de acido nucleico se selecciona del grupo que
comprende moléculas de &cido nucleico de tipo A, moléculas de acido nucleico de tipo B, moléculas de acido
nucleico de tipo C y moléculas de &cido nucleico que tienen una secuencia de &cido nucleico segun una cualquiera
de SEQ ID NO: 142, SEQ ID NO: 143, SEQ ID NO: 144.

En una realizacion de cualquiera del primer al décimo aspecto, las moléculas de &cido nucleico de tipo A
comprenden la siguiente secuencia de nucleétidos central:

5" AAAGYRACAHGUMAAXAUGAAAGGUARC 3 (SEQ ID NO: 19)
en la que Xa esté ausente o es A.

En una realizacion de cualquiera del primer al décimo aspecto, las moléculas de &acido nucleico de tipo A
comprenden una secuencia de nucleétidos central seleccionada del grupo que comprende

5 AAAGYRACAHGUMAAUGAAAGGUARC 3’ (SEQ ID NO: 20),
5 AAAGYRACAHGUMAAAUGAAAGGUARC 3’ (SEQID NO: 21),y

5" AAAGYAACAHGUCAAUGAAAGGUARC 3’ (SEQ ID NO: 22), preferiblemente la secuencia de nucle6tidos central
comprende

5 AAAGYAACAHGUCAAUGAAAGGUARC 3’ (SEQ ID NO: 22).

En una realizacién de cualquiera del primer al décimo aspecto, la molécula de acido nucleico comprende la direccién
en 5’->3’ un primer tramo de nucleétidos, la secuencia de nucleétidos central, y un segundo tramo de nucleotidos.

En una realizacion de cualquiera del primer al décimo aspecto, la molécula de acido nucleico comprende un
segundo tramo de nucleétidos en direccion 5->3’, la secuencia de nucleétidos central, y un primer tramo de
nucledtidos.

En una realizacion de cualquiera del primer al décimo aspecto, la molécula de acido nucleico comprende el primer y
el segundo tramo de nucleétidos y dicho primer y segundo tramo de nucleétidos hibridan opcionalmente el uno con
el otro, en el que se forma una estructura de doble cadena en la hibridacién.

En una realizacién cualquiera del primer al décimo aspecto, la estructura de doble cadena consiste en cuatro a seis
pares de bases, preferiblemente cinco pares de bases.

En una realizacién de cualquiera del primer al décimo aspecto, el primer tramo de nucleétidos comprende una
secuencia de nucledtidos de 5 X1XaNNBV 3’ (SEQ ID NO: 44) y el segundo tramo de nucleétidos comprende una
secuencia de 5° BNBNXsX4 3’ (SEQ ID NO: 45) en el que X1 estd o bien ausente o R, X2 son S, X3 es Sy X4 esta
ausente o es Y; 0 X1 esta ausente, Xz estd ausente o es S y X3 0 estd ausente 0 es Sy X4 esta ausente.

En una realizacién de cualquiera del primer al décimo aspecto, el primer tramo de nucleétidos comprende una
secuencia de nucleétidos de 5° RSHRYR 3’ (SEQ ID NO: 23) y el segundo tramo de nucleétidos comprende una
secuencia de nucleétidos de 5 YRYDSY 3 (SEQ ID NO: 24), preferiblemente el primer tramo de nucleétidos
comprende una secuencia de nuclettidos de 5 GCUGUG 3’ y el segundo tramo de nucleétidos comprende una
secuencia de nuclettidos de 5 CGCAGC 3'.

En una realizacién de cualquiera del primer al décimo aspecto, el primer tramo de nucleétidos comprende una
secuencia de nucledtidos de 5° X2BBBS 3’ (SEQ ID NO: 42) y el segundo tramo de nucledtidos comprende una
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secuencia de nucleédtidos de 5° SBBVXs 3’ (SEQ ID NO: 43), en el que X20 estd ausente 0 es S y X3 0 estd ausente
o es S; preferiblemente el primer tramo de nucleétidos comprende una secuencia de nucleétidos de 5 CUGUG 3’y
el segundo tramo de nucledtidos comprende una secuencia de nucleétidos de 5° CGCAG 3’; o el primer tramo de
nucleétidos comprende una secuencia de nucledtidos de 5 GCGUG 3 y el segundo tramo de nucleétidos
comprende una secuencia de nucleétidos de 5 CGCGC 3'.

En una realizacién de cualquiera del primer al décimo aspecto, la molécula de acido nucleico tienen una secuencia
de &cido nucleico segun cualquiera de SEQ ID NOs 5 a 18, 25 a 41, 133, 137, 139 a 141.

En una realizacion de cualquiera del primer al décimo aspecto, las moléculas de &cido nucleico de tipo B
comprenden la siguiente secuencia de nucle6tidos central:

5 GUGUGAUCUAGAUGUADWGGCUGWUCCUAGUYAGG 3’ (SEQ ID NO: 57).

En una realizacion de cualquiera del primer al décimo aspecto, las moléculas de &acido nucleico de tipo B
comprenden una secuencia de nuclettidos central de GUGUGAUCUAGAUGUADUGGCUGAUCCUAGUCAGG
(SEQ ID NO: 58).

En una realizacién de cualquiera del primer al décimo aspecto, la molécula de acido nucleico comprende en
direccion 5°->3' un primer tramo de nucleétidos, la secuencia de nucleétidos central, y un segundo tramo de
nucleétidos.

En una realizacion de cualquiera del primer al décimo aspecto, la molécula de acido nucleico comprende el primer y
el segundo tramo de nucledétidos y dicho primer y segundo tramo de nucleétidos hibrida opcionalmente el uno con el
otro, en el que se forma una estructura de doble cadena en la hibridacion.

En una realizacion de cualquiera del primer al décimo aspecto, la estructura de doble cadena consiste en cuatro a
seis pares de base, preferiblemente cinco pares de bases.

En una realizacién de cualquiera del primer al décimo aspecto, el primer tramo de nucleétidos comprende una
secuencia de nucledtidos de 5 X1X2SVNS 3’ (SEQ ID NO: 77) y el segundo tramo de nucleétidos comprende una
secuencia central de 5 BVBSX3Xs 3’ (SEQ ID NO: 78), en el que X1 esta ausente o es A, X2 es G, X3z es C y X4 esta
ausente o es U; o Xi esta ausente, Xz esta ausente o es G, X3 es C y X4 esta ausente.

En una realizacién de cualquiera del primer al décimo aspecto, el primer tramo de nucleétidos comprende una
secuencia de nucleédtidos de 5 XiGCRWG 3’ (SEQ ID NO: 59) y el segundo tramo de nucleétidos comprende una
secuencia de nuclettidos de 5 KRYSCX4 (SEQ ID NO: 60), en el que X1 esta ausente o es A, y X4 esta ausente o es
u.

En una realizacién de cualquiera del primer al décimo aspecto, el primer tramo de nucleétidos comprende una
secuencia de nucledtidos de 5 X1GCGUG 3 (SEQ ID NO: 75) y el segundo tramo de nucleétidos comprende una
secuencia de nucledtidos de 5 UACGCX4 3’ (SEQ ID NO: 76), en el que X1 estd ausente o es A, y X4 esta ausente o
es U, preferiblemente el primer tramo de nucle6tidos comprende una secuencia de nucledtidos de 5° AGCGUG 3’y
el segundo tramo de nucledtidos comprende una secuencia de nucleétidos de 5° UACGCU 3'.

En una realizacién de cualquiera del primer al décimo aspecto, el primer tramo de nucleétidos comprende una
secuencia de nuclettidos de 5 X2SSBS 3’ (SEQ ID NO: 73) y el segundo tramo de nucleétidos comprende una
secuencia de nucleotidos de 5 BVSSXs3 3’ (SEQ ID NO: 74), en la que X2 0 esta ausente o es G, y X3 esta ausente o
es C, preferiblemente el primer tramo de nucle6tidos comprende una secuencia de nucleétidos de 5 GCGUG 3’ y el
segundo tramo de nucleotidos comprende una secuencia de nucleétidos de 5 UACGC 3'.

En una realizacion de cualquiera del primer al décimo aspecto, la molécula de acido nucleico tiene una secuencia de
acidos nucleicos segun cualquiera de SEQ ID NOs 46 a 56, 61 a 72,y 132.

En una realizacion de cualquiera del primer al décimo aspecto, las moléculas de acido nucleico de tipo C
comprenden una secuencia de nuclebtidos una secuencia de nucleétidos central de GGUYAGGGCUHRXAAGUCGG
(SEQ ID NO: 90), en la que Xa esta ausente o es A.

En una realizacion de cualquiera del primer al décimo aspecto, las moléculas de acido nucleico de tipo C
comprenden una secuencia de nucleétidos central del grupo que comprende

5 GGUYAGGGCUHRAAGUCGG 3’ (SEQ ID NO: 91)
5 GGUYAGGGCUHRAGUCGG 3’ (SEQ ID NO: 92), y

5 GGUUAGGGCUHGAAGUCGG 3 (SEQ ID NO: 93), preferiblemente la secuencia de nucleétidos central
comprende 5 GGUUAGGGCUHGAAGUCGG 3’ (SEQ ID NO: 93).
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En una realizacién de cualquiera del primer al décimo aspecto, la molécula de &cido nucleico comprende un primer
tramo de nucle6tidos en direccion 5’->3’, la secuencia de nucleétidos central, y un segundo tramo de nucleétidos.

En una realizacion de cualquiera del primer al décimo aspecto, la molécula de acido nucleico comprende el segundo
tramo de nucle6tidos en direccion 5->3’, la secuencia de nucleétidos central, y un primer tramo de nucleoétidos.

En una realizacion de cualquiera del primer al décimo aspecto, la molécula de acido nucleico comprende el primer y
el segundo tramo de nucleoétidos y al menos una parte de dicho primer tramo y al menos una parte de dicho segundo
tramo de nucledtidos hibridan opcionalmente el uno con el otro, mediante el cual se forma una estructura de doble
cadena en la hibridacién.

En una realizacion de cualquiera del primer al décimo aspecto, la longitud del primer tramo y la longitud del segundo
tramo es individual e independiente de 0 a 17 nucledtidos, preferiblemente de 4 a 10 nucledtidos y mas
preferiblemente de 4 a 6 nucleétidos.

En una realizacién de cualquiera del primer al décimo aspecto, la estructura de doble cadena comprende de 4 a 10
pares de bases, preferiblemente de 4 a 6 pares de bases, mas preferiblemente 5 pares de bases.

En una realizacién de cualquiera del primer al décimo aspecto, la estructura de doble cadena comprende de 4 a 10
pares de bases consecutivas, preferiblemente de 4 a 6 pares de bases consecutivas, mas preferiblemente 5 pares
de bases consecutivas.

En una realizacién de cualquiera del primer al décimo aspecto, el primer tramo de nucleétidos comprende una
secuencia de nucleétidos de 5° RKSBUSNVGR 3’ (SEQ:ID: 120), y el segundo tramo de nucle6tidos comprende una
secuencia de nucleétidos de 5° YYNRCASSMY 3’ (SEQ ID NO: 121), preferiblemente el primer tramo de nucleétidos
comprende una secuencia de nucleétidos de 5° RSKBUGSVGR 3’ (SEQ ID NO: 122) y el segundo tramo de
nucleétidos comprende una secuencia de nucledtidos de 5 YCNRCASSMY 3’ (SEQ ID NO: 123).

En una realizacién de cualquiera del primer al décimo aspecto, el primer tramo de nucleétidos comprende una
secuencia de nucleotidos de 5 XsSSSV 3’ (SEQ:ID NO: 124), y el segundo tramo de nucleétidos comprende una
secuencia de nucledtidos de 5° BSSSXs’ (SEQ ID NO: 125), en la que Xs estd ausente o es S.

En una realizacién de cualquiera del primer al décimo aspecto, el primer tramo de nucleétidos comprende una
secuencia de nucledtidos de 5° SSSSR 3’ (SEQ:ID: 130), y el segundo tramo de nucleétidos comprende una
secuencia de nucledtidos de 5 YSBSS' (SEQ ID NO: 131), preferiblemente el primer tramo de nucledtidos
comprende una secuencia de nucleétidos de 5 SGGSR 3’ (SEQ ID NO: 126) y el segundo tramo de nucle6tidos
comprende una secuencia de nucleotidos de 5 YSCC 3’ (SEQ ID NO: 127).

En una realizacién de cualquiera del primer al décimo aspecto, el primer tramo de nucleétidos comprende una
secuencia de nucledtidos de 5° GCSGG 3’ (SEQ ID NO: 128), y el segundo tramo de nucleétidos comprende una
secuencia de nucledtidos de 5 CCKGC' (SEQ ID NO: 129), preferiblemente el primer tramo de nucledtidos
comprende una secuencia de nuclettidos de 5° GCCGG 3 y el segundo tramo de nucle6tidos comprende una
secuencia de nuclettidos de 5 CCGGC 3'.

En una realizacién de cualquiera del primer al décimo aspecto, el primer tramo de nucleétidos comprende una
secuencia de nucledtidos de 5° CGUGCGCUUGAGAUAGG 3, y el segundo tramo de nucleétidos comprende una
secuencia de nuclettidos de 5 CUGAUUCUCACG 3'.

En una realizacién de cualquiera del primer al décimo aspecto, el primer tramo de nucleétidos comprende una
secuencia de nucledtidos de 5° UGAGAUAGG 3, y el segundo tramo de nucleétidos comprende una secuencia de
nucleétidos de 5 CUGAUUCUCA 3'.

En una realizacién de cualquiera del primer al décimo aspecto, el primer tramo de nucleétidos comprende una
secuencia de nucledtidos de 5° GAGAUAGGS’, y el segundo tramo de nucle6tidos comprende una secuencia de
nucleétidos de 5 CUGAUUCUC 3'.

En una realizaciéon de cualquiera del primer al décimo aspecto, la molécula de acido nucleico tiene una secuencia de
acidos nucleicos segun cualquiera de SEQ ID NOs 79 a 89,94 a 119,y 134 a 136.

En una realizacién de cualquiera del primer al décimo aspecto, la molécula de acido nucleico tiene una secuencia de
acidos nucleicos segun cualquiera de SEQ ID NOs 142 a 144.

En una realizacién de cualquiera del primer al décimo aspecto, la molécula de acido nucleico es un antagonista de
SDF-1.

En una realizacién de cualquiera del primer al décimo aspecto, la molécula de acido nucleico es un antagonista del
sistema receptor de SDF-1, en el que el receptor de SDF-1 del sistema receptor de SDF-1 se selecciona
preferiblemente de CXCR4 y CXCR?7.
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En una realizacion de cualquiera del primer al décimo aspecto, la SDF-1 es humana y/o el receptor SDF-1 del
sistema receptor de SDF-1 es receptor de SDF-1 humano.

En una realizacion de cualquiera del primer al décimo aspecto, SDF-1 comprende una secuencia de aminoacidos
segun SEQ ID NO: 1.

En una realizacién de cualquiera del primer al décimo aspecto, el acido nucleico comprende una modificacién.

En una realizaciéon de cualquiera del primer al décimo aspecto, la modificacion se selecciona del grupo que
comprende una fracciéon HES y una fraccion PEG.

En una realizacion de cualquiera del primer al décimo aspecto, la modificacién es una fraccién PEG que consiste en
un PGE lineal o ramificado, en el que el peso molecular de la fraccién PEG es preferiblemente de aproximadamente
2 a 180 kD, mas preferiblemente de aproximadamente 60 a 140 kD y lo méas preferiblemente de aproximadamente
40 kD.

En una realizacion de cualquiera del primer al décimo aspecto, la modificacion es una fraccién HES, en la que
preferiblemente el peso molecular de la fraccién HES es de aproximadamente 10 a 130 kD, mas preferiblemente de
30 a 130 kD y lo mas preferiblemente aproximadamente 100 kD.

En una realizacion de cualquiera del primer al décimo aspecto, los nucleétidos del acido nucleico son nucleétidos L-,
preferiblemente los nucledtidos de las secuencias segun cualquiera de SEQ ID NO: 19, 20, 21, 22, 57, 58, 90, 91, 92
y 93.

Se describe también una composicion farmacéutica que comprende un acido nucleico segun el primer aspecto y
cualquiera de las realizaciones del mismo, y opcionalmente al menos otro constituyente, en el que el constituyente
se selecciona del grupo que comprende excipientes aceptables farmacéuticamente y agentes activos
farmacéuticamente.

Como se define en las reivindicaciones, la presente invencion se relaciona al empleo de un acido nucleico segun el
primer aspecto y de cualquiera de las realizaciones del mismo, para la fabricacién de un medicamento.

El medicamento se emplea para la movilizaciéon de células progenitoras y/o células madre en la sangre periférica y/o
para el tratamiento de enfermedades y/o trastornos preferiblemente seleccionados del grupo que comprende
cicatrizacion de heridas; quemaduras; trastornos causados o asociados con un tejido de un 6rgano danado y/o
vasculatura dafiada, en el que tales trastornos se seleccionan de dafo retiniano y coroideo, accidente
cerebrovascular, dafio de miocardio, infarto de miocardio, isquemia después del trasplante y de lesién traumatica; y
trastornos hematopoyéticos, en el que tales trastornos se seleccionan de anemia aplasica, leucemia, anemia
inducida por farmacos y leucopenia, e infeccién bacteriana en leucopenia.

El medicamento es para la movilizacion de células cancerosas en la sangre periférica de un sujeto.

En una realizacién las células cancerosas se seleccionan de células leucémicas, células de linfoma, células madre
cancerosas, células cancerosas con metastasis potencial y metastasis de cancer.

En una realizacion el medicamento se emplea en combinacién con un segundo agente activo farmacéuticamente, en
el que el segundo agente activo farmacéuticamente es adecuado para la movilizacién de células cancerosas a la
sangre periférica de un sujeto, en el que el segundo agente activo farmacéuticamente se selecciona preferiblemente
de agentes movilizadores de células cancerosas.

En una realizacion el medicamento se emplea en combinacidén con un tercer agente activo farmacéuticamente, en el
que el tercer agente activo farmacéuticamente dafa, destruye y/o marca las células cancerosas en la sangre
periférica, en el que el marcado conduce a una activacién de las defensas del organismo.

En una realizacién un sujeto se somete previa o simultaneamente a quimioterapia y/o radioterapia.

En una realizacién el medicamento se emplea para el tratamiento y/o prevencion del cancer, preferiblemente de
tumores sélidos y cancer hematol6gico, mas preferiblemente leucemia, linfoma, y mieloma.

En una octava realizacién del tercer aspecto el medicamento es para la movilizacion de células plasmaticas de vida
larga, células B y/o células T en la sangre periférica de un sujeto, en el que preferiblemente las células B y/o las
células T son células B de memoria y/o células T de memoria.

En una realizacién el medicamento se emplea en combinacién con un segundo agente activo farmacéuticamente, en
el que el segundo agente activo farmacéuticamente se emplea para la movilizacion de células plasmaticas de vida
larga, células B y/o células T de memoria en la sangre periférica de un sujeto, en el que el segundo agente activo
farmacéuticamente se selecciona preferiblemente de agentes movilizadores de células.
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En una realizacion el medicamento se emplea en combinacion con un tercer agente activo farmacéuticamente y el
tercer agente activo farmacéuticamente dana, destruye y/o marca células plasmaticas de vida larga, células B y/o
células T de memoria en la sangre periférica, en el que el marcado conduce a la activaciéon de las defensas del
organismo.

En una realizacién el sujeto se somete posterior o simultdneamente a quimioterapia y/o radioterapia.
En una realizacién el medicamento es para la inhibicién de la migracion de leucocitos.

En una realizacion el medicamento es para la prevencion y/o el tratamiento de rechazo a trasplantes de 6rganos
trasplantados, tal como higado, rifidn, intestino, pulmén, corazén, piel, extremidades, cornea, islotes de Langerhans,
médula ésea, vasos sanguineos y pancreas.

En una realizacion el medicamento se emplea para el tratamiento y/o prevencion de la inflamacion que aparece o se
asocia con

enfermedades autoinmunes sistémicas en las que tal enfermedad autoinmune sistémica se selecciona
preferiblemente de alergia, anemia hemolitica autoinmune de tipo caliente o fria, sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica, shock hemorragico, diabetes de tipo 1, escleroderma difusa, policondritis, sindrome autoinmune
poliglandular, lupus eritematoso sistémico y manifestaciones del mismo, artritis reumatoide, enfermedad reumatica
en el ojo, cerebro, pulmén, rifiones, corazon, higado, tracto gastrointestinal, bazo, piel, huesos, sistema linfatico,
sangre y otros 6rganos;

enfermedades autoinmunes del tracto gastrointestinal en las que tal enfermedad autoinmune del tracto
gastrointestinal se selecciona preferiblemente de enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, enfermedad celiaca,
intolerancia al gluten, enfermedad intestinal inflamatoria, pancreatitis, esofagitis eosinofilica;

enfermedades autoinmunes cutaneas en las que tal enfermedad autoinmune cuténea se selecciona preferiblemente
de psoriasis, urticaria, dermatomiositis, pénfigo vulgar, pénfigo foliaceo, penfigoide bulloso, escleroderma
morfea/lineal, vitiligo, dermatitis herpetiforme o enfermedad de Duhring, liquen escleroso;

enfermedades autoinmunes de la vasculatura en la que tal enfermedad autoinmune de la vasculatura se selecciona
preferiblemente de vasculitis, preferiblemente arteritis de la temporal, vasculitis, derrame vascular, polimialgia
reumatica, ateroesclerosis, sindrome de Churg-Strauss, arteritis Takayasu, sindrome Goodpasture, preferiblemente
que afecte sobre todo a los rifiones, mas especificamente los glomérulos, y/o que afecte también a los pulmones,
glomerulonefritis, poliarteritis nodosa, enfermedad de Behcet;

enfermedades autoinmunes del sistema nervioso en la que tal enfermedad autoinmune del sistema nervioso se
selecciona preferiblemente de esclerosis multiple, polineuropatia desmielinizante inflamatoria cronica, disfuncion
neurocognitiva, sindrome de la persona rigida (stiffman), sindrome de Guillain-Barré, miastenia gravis, sindrome de
Lambert-Eaton;

enfermedades autoinmunes de los musculos esqueléticos en la que tal enfermedad autoinmune de los musculos
esqueléticos se selecciona preferiblemente de espondilitis anquilosante, sarcoidosis, polimialgia reumatica,
polimiositis, artritis psoriasica, fiebre reumatica, policondritis, fibromialgia, artritis reumatoide juvenil, enfermedad de
Lyme, atritis reactiva, espondiloartropatia, enfermedad articular degenerativa;

y otras enfermedades autoinmunes en la que tales otras enfermedades autoinmunes se seleccionan preferiblemente
del sindrome de Cogan, adrenalitis autoinmune, enfermedad de Méniére, inflamaciones locales, alopecia areata,
enfermedades inflamatorias agudas, cirrosis biliar primaria, sindrome de Sjorgen, escleroderma tal como
escleroderma difusa, sindrome CREST y/o escleroderma morfea/lineal, uveitis autoinmune, tiroiditis Hashimoto,
enfermedad de Graves, hepatitis autoinmune, glomerulonefritis, sindrome anti-fosfolipidos, fibrosis pulmonar
idiopatica, infertilidad autoinmune, trastornos complejos autoinmunes y peritonitis.

En una realizacion el medicamento es para el tratamiento y/o prevencién de reacciones alérgicas de la piel y/o de la
mucosa de vias respiratorias, preferiblemente fiebre del heno, asma, hiper capacidad de respuesta de las vias
aéreas y/o dermatitis.

En una realizacion la dermatitis es dermatitis de contacto y/o dermatitis atopica. Se describe también un método
para obtener células progenitoras y/o células madre a partir de un primer sujeto cuyo método comprende

a) administrar al sujeto un acido nucleico segun el primer aspecto y cualquiera de las realizaciones del mismo, en
una cantidad eficaz para movilizar dichas células progenitoras y/o células madre en la sangre periférica de dicho
sujeto;

b) seguido del cultivo de dichas células progenitoras y/o células madre a partir de dicho sujeto.

En un ejemplo el cultivo de células progenitoras y/o células madre se realiza mediante aféresis, leucaféresis,
clasificacion de células y/o citometria de flujo.
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En un ejemplo el primer sujeto 0 un segundo sujeto se somete posterior o simultdneamente a quimioterapia y/o
radioterapia.

En un ejemplo, después de la quimioterapia y/o radioterapia del primer sujeto o del segundo sujeto las células
progenitoras y/o células madre cultivadas del primer sujeto o del segundo sujeto se administran en la sangre
periférica del primer sujeto o del segundo sujeto.

En un ejemplo las células progenitoras y/o células madre cultivadas se expanden y las células progenitoras y/o
células madre expandidas se administran al primer sujeto o al segundo sujeto, en las que las células progenitoras
y/o células madre preferiblemente se administran mediante inyeccion intravenosa o inyeccién local.

En un ejemplo el método se emplea para el tratamiento del cancer, preferiblemente tumores sélidos y neoplasias
hematolégicas.

Se describe también un método para la reduccién de células plasmaticas de vida larga, células B y/o células T de un
sujeto cuyo método comprende

a) administrar al sujeto un acido nucleico segun el primer aspecto y cualquiera de las realizaciones del mismo, en
una cantidad eficaz para movilizar dichas células plasmaticas de vida larga, células B y/o células T de memoria en la
sangre periférica de dicho sujeto;

b) seguido del cultivo de dichas células plasmaticas de vida larga, células B y/o células T de memoria en la sangre
periférica de dicho sujeto;

en el que preferiblemente las células T reducidas y cultivadas son células T de memoria.

En un ejemplo, el cultivo de células plasmaticas de vida larga, células B y/o células T se realiza mediante aféresis,
clasificacion de células y/o citometria de flujo, preferiblemente mediante citometria de flujo con marcadores de
superficie adecuados para dichas células.

En un ejemplo, el método se emplea en el tratamiento y/o prevencién de

enfermedades autoinmunes sistémicas en las que tal enfermedad autoinmune sistémica se selecciona
preferiblemente de alergia, anemia hemolitica autoinmune de tipo caliente o fria, sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica, shock hemorragico, diabetes de tipo 1, escleroderma difusa, policondritis, sindrome autoinmune
poliglandular, lupus eritematoso sistémico y manifestaciones del mismo, artritis reumatoide, enfermedad reumatica
en el ojo, cerebro, pulmén, rifiones, corazén, higado, tracto gastrointestinal, bazo, piel, huesos, sistema linfatico,
sangre y otros 6rganos;

enfermedades autoinmunes del tracto gastrointestinal en las que tal enfermedad autoinmune del tracto
gastrointestinal se selecciona preferiblemente de enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, enfermedad celiaca,
intolerancia al gluten, enfermedad intestinal inflamatoria, pancreatitis, esofagitis eosinofilica;

enfermedades autoinmunes cutaneas en las que tal enfermedad autoinmune cutanea se selecciona preferiblemente
de psoriasis, urticaria, dermatomiositis, pénfigo vulgar, pénfigo folidceo, penfigoide bulloso, escleroderma
morfea/lineal, vitiligo, dermatitis herpetiforme o enfermedad de Duhring, liquen escleroso;

enfermedades autoinmunes de la vasculatura en la que tal enfermedad autoinmune de la vasculatura se seleccionan
preferiblemente de vasculitis, preferiblemente arteritis de la temporal, vasculitis, derrame vascular, polimialgia
reumatica, ateroesclerosis, sindrome de Churg-Strauss, arteritis Takayasu, sindrome Goodpasture, preferiblemente
que afecte sobre todo a los rifiones, mas especificamente los glomérulos, y/o que afecte también a los pulmones,
glomerulonefritis, poliarteritis nodosa, enfermedad de Behcet;

enfermedades autoinmunes del sistema nervioso en la que tal enfermedad autoinmune del sistema nervioso se
selecciona preferiblemente de esclerosis multiple, polineuropatia desmielinizante inflamatoria cronica, disfuncion
neurocognitiva, sindrome de la persona rigida (stiffman), sindrome de Guillain-Barré, miastenia gravis, sindrome de
Lambert-Eaton;

enfermedades autoinmunes de los muisculos esqueléticos en la que tal enfermedad autoinmune de los musculos
esqueléticos se selecciona preferiblemente de espondilitis anquilosante, sarcoidosis, polimialgia reumatica,
polimiositis, artritis psoriasica, fiebre reumatica, policondritis, fibromialgia, artritis reumatoide juvenil, enfermedad de
Lyme, atritis reactiva, espondiloartropatia, enfermedad articular degenerativa;

y otras enfermedades autoinmunes en la que tales otras enfermedades autoinmunes se seleccionan preferiblemente
del sindrome de Cogan, adrenalitis autoinmune, enfermedad de Méniére, inflamaciones locales, alopecia areata,
enfermedades inflamatorias agudas, cirrosis biliar primaria, sindrome de Sjérgen, escleroderma tal como
escleroderma difusa, sindrome CREST y/o escleroderma morfea/lineal, uveitis autoinmune, tiroiditis Hashimoto,
enfermedad de Graves, hepatitis autoinmune, glomerulonefritis, sindrome anti-fosfolipidos, fibrosis pulmonar
idiopatica, infertilidad autoinmune, trastornos complejos autoinmunes y peritonitis;
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rechazo a ftrasplantes de o6rganos trasplantados, tal como higado, rifdn, intestino, pulmoén, corazén, piel,
extremidades, cérnea, islotes de Langerhans, médula dsea, vasos sanguineos y pancreas;

y/o la enfermedad de injerto contra huésped después del trasplante de médula ésea.

Se describe también el empleo de un &cido nucleico como el que se define en cualquiera de las realizaciones del
primer aspecto para la fabricacién de un medicamento, en el que el medicamento es para el tratamiento y/o
prevencion de la fibrosis, preferiblemente la fibrosis pulmonar idiopatica.

En un ejemplo del décimo aspecto el medicamento es para el tratamiento y/o prevencion de la fibrosis dentro de un
proceso de cicatrizacion de heridas.

En una realizacién del octavo aspecto, el medicamento se emplea para la terapia de combinacién con un agente que
inhibe VEFG.

En una realizacion del octavo aspecto, el medicamento se emplea en sujetos que responden débilmente a la terapia
con un agente que inhibe VEFG.

En una realizacién del octavo aspecto, el medicamento se emplea en sujetos que no responden a la terapia con un
agente que inhibe VEFG.

En una realizacién del octavo aspecto, la enfermedad y/o trastorno se implica y/o se asocia con neovascularizacién
coroidea.

En una realizacion del octavo aspecto, la enfermedad y/o trastorno se selecciona del grupo que comprende
enfermedades retinianas, preferiblemente la degeneracién macular asociada a la edad, retinopatia diabética,
oclusion de la vena retiniana, edema macular y edema retiniano.

En una enfermedad del octavo aspecto, la enfermedad se selecciona del grupo que comprende cancer,
preferiblemente tumores sélidos y metastasis.

En una realizacién de la invencién como se define en las reivindicaciones el medicamento a administrar a un sujeto
que se somete 0 se va a someter a un régimen de tratamiento reduce células progenitoras y/o células madre en el
sujeto, preferiblemente la reduccion en la sangre periférica.

En una realizacion de la invencién como se define en las reivindicaciones el medicamento es para administrarse a
un sujeto que se somete 0 se va a someter a quimioterapia y/o radioterapia.

En una realizacién de la invencién como se define en las reivindicaciones el medicamento es para la restauraciéon o
mejora de un sistema inmune en un sujeto.

Se describe también una molécula que inhibe la sefializacién entre SDF-1 y el receptor de SDF-1 para la fabricacién
de un medicamento, en el que el medicamento es para el tratamiento y/o la prevencion de la nefropatia,
preferiblemente de la nefropatia diabética.

En un ejemplo la molécula es una molécula de uniéon a SDF-1 0 a una molécula que se une al receptor de SDF-1y
que comprende &cidos nucleicos que se unen a la diana como aptameros y Spiegelmeros, anticuerpos y moléculas
pequenas.

En un ejemplo la molécula es una molécula de &cido nucleico como se define en la décima a la 572 realizacion del
primer aspecto.

En un ejemplo la molécula es una molécula que inhibe la expresién de SDF-1 o del receptor de SDF-1 y comprende
moléculas ARNsi, ribozimas, moléculas antisentido e inhibidores de factores de transcripcion.

Se describe también una molécula de acido nucleico seguin cualquier realizacion del primer aspecto para uso en un
método para inhibir la migracién de leucocitos.

Se describe también una molécula de uniéon de SDF-1 que no atraviesa la barrera hemato-encefélica para uso en la
movilizacion de la médula 6sea derivada de células madre o para uso en la fabricacién de un medicamento,
preferiblemente un medicamento para la movilizacion de células madre derivadas de médula ésea.

En un ejemplo el medicamento se emplea para la mejora de un dafo del sistema nervioso central y/o para la
promocién de la reparacién de un tejido después de un accidente cerebrovascular, preferiblemente un accidente
cerebrovascular isquémico.

En un ejemplo la molécula de unién a SDF-1 comprende &cidos nucleicos que se unen a la diana seleccionados del
grupo que comprende aptameros, Spiegelmeros, anticuerpos y moléculas pequefas.
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En un ejemplo la molécula es una molécula de acido nucleico como se define en cualquier realizacién del aspecto
primero.

Se describe también el empleo de un &cido nucleico como se define en cualquier realizacion del primer aspecto para
la fabricacién de un medicamento, en el que el medicamento es para el tratamiento y/o prevencién del crecimiento
de metastasis del cancer, y del crecimiento de neoplasias.

Aunque no se desea vincularse a ninguna teoria, los inventores de la presente invenciéon asumen que las moléculas
de acido nucleico segun la presente invencion inhiben la unién de SDF-1 a su receptor SDF-1 y, por tanto, bien
directa o indirectamente, influyen en la migracion de las células, preferiblemente la migracion de células de la sangre
periférica a uno mas tejidos y de un tejido a la sangre periférica.

Sin embargo, aunque no se desea vincularse a ninguna teoria, los inventores de la presente invenciéon asumen que
las moléculas de acido nucleico segun la presente invencion que inhiben la unién de SDF-1 al receptor SDF-1, el
receptor SDF-1 conduce a la migracion de células progenitoras, células madre, células cancerosas, células
plasmaticas de vida larga, células B y/o células T, preferiblemente mediante movilizacion, de los tejidos a la sangre
periférica, mediante la inhibicion de la interaccion entre SDF-1 y el receptor SDF-1.

Ademas y nuevamente sin desear vincularse a ninguna teoria, los inventores de la presente invenciéon asumen que
las moléculas de acido nucleico segun la presente invencion que inhiben la unién de SDF-1 a su receptor SDF-1
evitan la migracion de leucocitos tal como linfocitos T, linfocitos B, monocitos, macréfagos, eosindéfilos, neutrdéfilos,
baséfilos y/o células dendriticas y mastocitos, preferiblemente en tejidos como la piel o la mucosa, y preferiblemente
ayudan a atenuar las enfermedades autoinmunes y las reacciones alérgicas de la piel y mucosas.

Ademas y aln sin desear vincularse a ninguna teoria, los inventores fueron capaces de demostrar que el empleo de
agentes que inhiben SDF-1 similares a las moléculas de acido nucleico segun la presente invencion se pueden
emplear en el tratamiento de la nefropatia, preferiblemente la nefropatia diabética; la hipertensién, preferiblemente la
hipertension pulmonar; la fibrosis, preferiblemente la fibrosis pulmonar, y en el tratamiento de enfermedades y/o
trastornos que implican la neovascularizacién, preferiblemente la neovascularizacion coroidea.

Como en las distintas enfermedades, las afecciones y trastornos que se pueden tratar o prevenir mediante el empleo
de moléculas de acido nucleico segun la presente invencion o composiciones, preferiblemente composiciones
farmacéuticas que comprenden lo mismo, hay que reconocer que tales enfermedades, afecciones y trastornos son
las que se describen en la presente memoria, incluyendo en particular las que se describen y establecen en la parte
introductoria de la presente solicitud. En la medida de lo posible, los pasajes respectivos forman una parte integral
de la presente divulgacién ensefando la idoneidad de las moléculas de acido nucleicos para la prevencion y el
tratamiento, respectivamente, de dichas enfermedades, afecciones, y trastornos.

En la medida de lo posible, los respectivos fragmentos forman una parte integral de la presente divulgacion
ensefando la idoneidad de las moléculas de &cido nucleico para la prevencion y el tratamiento, respectivamente, de
dichas enfermedades, afecciones y trastornos.

Después de la administracion intravenosa de una molécula de &cido nucleico de unién a SDF-1, tal como NOX-A12-
JE40, las células estan en la sangre, en la que el efecto del acido nucleico NOX-A12-JE40 que se a SDF-1 se vio
después de realizar un recuento células de sangre entera empleando un hemocitémetro (véase el Ejemplo 10).
Mientras que las células madre del sistema hematopoyético/células progenitoras hematopoyéticas representan sélo
una pequena fraccion de células blancas sanguineas movilizadas, hay otros tipos de células que se liberaron a la
sangre. Entre éstas hay monocitos y granulocitos neutréfilos asi como células madre/células progenitoras de un
tejido comprometido, células madre mesenquimales, células B plasmaticas de vida larga, sin limitarse a estas
células.

En base a estos resultados, los inventores concluyeron que la inhibicion de la sefalizacién de SDF-1 para el
receptor de SDF-1 mediante la molécula de acido nucleico de unién a SDF-1 segun la presente invencién conduce a
influir en la migracion de células. Las células expresan preferiblemente el receptor SDF-1.

Por consiguiente, el término migracion como se emplea preferiblemente en la presente memoria se refiere a la
migracion y/o movimiento de un tejido a otro tejido, de un tejido a la sangre periférica y/o de la sangre periférica a un
tejido. La migracion de las células se puede controlar mediante un ensayo-TAX (migracién in vitro) como se muestra
en el Ejemplo 5 y/o empleando un hemocitémetro y un analisis como se muestra en el Ejemplo 10 (experimento in
vitro). Adicionalmente, se puede realizar la inmunohistoquimica del tejido, en la que las células migradas se detectan
mediante anticuerpos que se dirigen hacia marcadores de superficie especificos de células. Como se emplea en la
presente memoria el término receptor de SDF-1, independientemente de si se emplea en plural o en singular, se
refiere a cualquier receptor al que se une SDF-1. En la actualidad existen dos receptores conocidos, el CXCR4
(Godessart 2005) y el CXCR7 (Burns, Summers, et al., 2006) que se prefieren a los receptores que se unen a SDF-
1.

Desarrollo de células sanguineas. El desarrollo y maduracion de células sanguineas es un proceso complejo. Las
células sanguineas maduras se derivan de células precursoras hematopoyéticas, también referidas como células
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progenitoras, y las células madre presentes en tejidos hematopoyéticos especificos que incluyen médula dsea.
Dentro de estos entornos las células hematopoyéticas proliferan y se diferencian antes de entrar en la circulacién. El
receptor de quimioquina CXCR4 y su ligando natural SDF-1 parece ser importante en este proceso (Maekawa y Ishii
2000; Nagasawa 2000). Esto se ha demostrado mediante informes de que CXCR4 o SDF-1 en ratones
genosuprimidos muestran defectos hematopoyéticos (Ma, Jones et al., 1998; Tachibana, Hirota et al., 1998; Zou,
Kottmann et al., 1998). Se sabe también que las células progenitoras CD34+ expresan CXCR4 y requieren SDF-1
producido por las células estromales de la médula dsea para quimioatraccién e injertos (Peled, Petit et al., 1999) y
que in vitro, SDF-1 es quiotactico tanto para células CD34+ (Aiuti, Webb et al., 1997; Viardot, Kronenwett et al.,
1998) como para células progenitoras/madre (Jo, Rafii et al., 2000). SDF-1 es también un importante
quimioatrayente, sefialando a través del receprtor CXCR4, para varias de otras células progenitoras simultaneas y
células sanguineas maduras que incluyen linfocitos T y monocitos (Bleul, Fuhlbrigge et al., 1996), linfocitos pro- y
pre-B (Fedyk, Ryyan et al., 1999) y megacariocitos (Riviere, Subra et al., 1999; Abi-Younes, Sauty et al., 2000;
Hodohara, Fuijii et al., 2000; Majjka, Janowska-Wieczorek et al., 2000; Gear, Suttitanamongkol et al., 2001). Debido a
la relacion entre los distintos tipos de células y la implicacién de SDF-1 y del receptor de SDF-1, los distintos tipos
celulares pueden dirigirse actualmente mediante las moléculas de acido nucleico segun la presente invencion.

Por tanto, en resumen, parece que SDF-1 es capaz de controlar el posicionamiento y la diferenciacion de células
que soportan receptores SDF-1, preferiblemente receptores CXCR4 si estas células son células madre, es decir,
células que son CD34+, y/o células progenitoras que dan como resultado la formacién de tipos diferenciados de
colonias en respuesta a un estimulo particular; que pueden ser CD34+ o CD34-, o células que son un poco mas
diferenciadas.

Recientemente, se ha enfocado una considerable atencion al nimero de células CD34+ movilizadas en el grupo de
células progenitoras sanguineas periféricas para trasplantes de células madre autélogas y aloinjertos. La poblacion
CD34+ se piensa que es el componente responsable principalmente de la mejora del tiempo de recuperacion del
tiempo mejorado después de quimioterapia y las células mas responsables probablemente del injerto a largo plazo y
de la restauracién de la hematopoyesis (Croop, Crooper et al., 2000). EI mecanismo por el cual las células CD34+ se
re-injertan puede ser debido a los efectos quimiotacticos de SDF-1 sobre las células que expresan CXCR4
(Ponomaryov, Peled et al, 2000; Voermans, Kooi et al., 2001). Mas recientemente, las células madre
hematopoyéticas adultas mostraron ser capaces de restaurar el tejido cardiaco dafiado de ratones (Jackson, Majka
et al., 2001; Kocher, Schuster et al., 2001).

Como se emplea preferiblemente en la presente memoria, el término células progenitoras se refiere a las células
que, en respuesta a determinados estimulos, pueden formar células hematopoyéticas diferenciadas o células
mieloides. La presencia de células progenitoras se puede ensayar mediante la capacidad de las células en la
muestra para formar unidades formadoras de colonias, de varios tipos, que incluyen, por ejemplo, CFU-GM (que
significa unidad formadora de colonias para granulocitos-macréfagos); HPP-CFC (que significa alta proliferacion
potencial de células formadoras de colonias); CFU-GEMM (que significa unidades formadoras de colonias,
multipotenciales); BFU-E (unidades formadoras de colonias eritroides grandes y abundantes); HPP-CFC (que
significa células formadoras de colonias de alto potencial de proliferacion); u otros tipos de colonias diferenciadas
que se pueden obtener en cultivo empleando protocolos conocidos.

Como se emplea preferiblemente en la presente memoria, las células madre son formas menos diferenciadas de
células progenitoras. Normalmente, tales células son a menudo positivas para CD34. Algunas células madre no
contienen este marcador, sin embargo las células CD34+ se pueden ensayar empleando clasificacion de células
activadas por fluorescencia (siglas FACS) y, por lo tanto, su presencia se puede ensayar en una muestra empleando
esta técnica.

En general, las células CD34+ estan presentes solo en niveles bajos en la sangre, pero estan presentes en grandes
cantidades en médula dsea. Mientras que otros tipos de células tales como las células endoteliales y los mastocitos
muestran también este marcador, CD34 se considera un indice de presencia de células madre.

Sin desear vincularse a ninguna teoria, los inventores han encontrado que ademas de células madre y/o células
progenitoras, células cancerosas, células plasmaticas de vida larga, células T y/o células T también estan afectadas
por el efecto inhibitorio del acido nucleico segun la presente invencién en la sefalizacion entre SDF-1 y su receptor
SDF-1. Las células B y las células T son preferiblemente células B de memoria y células T de memoria. La inhibicion
de la senalizacion entre SDF-1 y el receptor SDF-1 conduce a la migracion, que comprende movilizacion, en la
sangre periférica.

La movilizacion de células madre, células progenitoras, células cancerosas, células plasmaticas de vida larga,
células T y/o células T tiene lugar preferiblemente en tejidos hematopoyéticos, en el que el tejido hematopoyético se
selecciona del grupo que consiste en tejido mieloide y tejido linfoide. El tejido linfoide se localiza en la médula 6sea.
El tejido linfoide se localiza en la mucosa del tracto digestivo y del tracto respiratorio, ganglios linfaticos, el bazo y/o
el timo.

Como se emplea preferiblemente en la presente memoria, las células cancerosas son células neoplasicas y se
seleccionan preferiblemente de células de mieloma, células de linfoma, células madre cancerosas, células
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cancerosas con potencial metastasico y metastasis cancerosa. Las células neoplasicas normalmente tienen
anormalidades genéticas o epigenéticas comunes, una evidencia de clonacion. Para algunos tipos de neoplasmas,
por ejemplo, linfoma y leucemia, la clonacién se considera en la actualidad como necesaria (aunque no suficiente)
para definir una proliferacién celular como neoplasica.

Después de una respuesta inmune aguda con produccion de anticuerpos activos mediante células B diferenciadas
finalmente (células plasmaticas) la mayoria de estas células mueren con la resolucion de la enfermedad, y/o la
eliminacion del antigeno extrafio (por ejemplo, proteina virica). Sin embargo hay una minoria de células B de
memoria que pueden convertirse en plasmablastos con la ayuda de una célula T. Estos plasmablastos tienen la
capacidad de migrar en respuesta a un estimulo quimiotactico en huecos donde sobreviven durante afios como
células plasmaticas de “memoria” de vida prolongada. Estos huecos pueden estar tanto en médula ésea como en la
periferia, por ejemplo, en tejidos inflamados. Estas células plasmaticas de vida prolongada son probablemente
responsables del mantenimiento de los titulos plasmaticos del anticuerpo protector que se mantienen a menudo
durante afos después de una infeccién o vacuna (Tarlinton et al, 2008).

La movilizacién de células progenitoras y/o células madre ocurre preferiblemente desde tejidos hematopoyéticos, en
el que el tejido hematopoyético se selecciona del grupo del tejido mieloide y del tejido linfoide. El tejido mieloide se
localiza en la médula 6sea. El tejido linfoide se localiza en la mucosa del tracto digestivo y del tracto respiratorio,
glanglios linfaticos, el bazo, el timo y los foliculos lipoides en un tejido inflamado. Preferiblemente, la movilizacién de
las células como se divulga anteriormente comprende la migraciéon de las células como se describe antes en la
sangre periférica.

Como se muestra anteriormente, se encontré que SDF-1 actla como un agente quimiotactico sobre células maduras
y mastocitos precursores — especialmente cuando se libera histamina desde mastocitos maduros, por ejemplo, por
IgE que sefaliza a través de la unidn al receptor Fc-epsilon en la superficie celular de mastocitos (Godot, Arock et
al., 2007). Las enfermedades similares a las reacciones alérgicas de la piel y la mucosa de las vias areas, tal como
fiebre del heno y asma, dermatitis, especialmente dermatitis de contacto y dermatitis atopica implican a menudo una
migracion leucocitaria y una acumulacion en los tejidos afectados. La expresion de SDF-1 se observd también en
biopsias sinoviales y mediante RT-PCR en sujetos afectados por inflamacion articular como espondiloartropatia,
artritis reumatoide, artritis psoriasica y enfermedad articular degenerativa (osteoartritis). La interferencia con SDF-1
mediante acidos nucleicos que se unen a SDF-1 segln la presente invencion pueden, por lo tanto, tener efectos
positivos en pacientes que padecen de inflamacion articular.

Mediante estos medios y en vista de la implicacion indicada de SDF-1 y de los receptores SDF-1, la unién de SDF-1
y la interaccion entre SDF-1 y el receptor de SDF-1 que inhibe las moléculas de acido nucleico segun la presente
invencion pueden ayudar a atenuar tales enfermedades, en la que la inhibicion de SDF-1 por las moléculas de acido
nucleico segun la presente invencion conducen a la reduccién y/o inhibicién de la migracion de leucocitos en el que
los leucocitos se seleccionan preferiblemente del grupo de linfocitos T, linfocitos B, monocitos, macréfagos,
magacariocitos, eosinofilos, neutréfilos, basofilos, células dendriticas y/o mastocitos.

La migracién de leucocitos conduce a la acumulacion en un tejido, en el que preferiblemente la acumulacién de los
leucocitos conduce a una inflamacion de dicho tejido, en el que el tejido comprende la piel y/o mucosa,
preferiblemente la mucosa de vias respiratorias, y varios érganos como los seleccionados pero no restringidos a ojo,
cerebro, pulmén, rifiones, corazoén, higado, tracto gastrointestinal, bazo, piel, huesos y/o sistema linfatico.

Un antagonista de SDF-1 es una molécula de unién a SDF-1 e inhibe la funciéon de SDF-1, preferiblemente en un
ensayo basado en células o0 en un modelo in vivo como se describe en los Ejemplos.

Por otra parte, la presente invencion se basa en el sorprendente descubrimiento de que es posible generar acidos
nucleicos que se unen especificamente y con alta afinidad por SDF-1. Tales &cidos nucleicos son preferiblemente
referidos también en la presente memoria como las moléculas de &cido nucleico segun la presente invencion, los
acidos nucleicos segln la presente invencion, los acidos nucleicos inventivos o las moléculas de acido nucleico
inventivas.

SDF-1 es un péptido basico que tiene la secuencia de aminoacidos segin SEQ ID NO: 1. La pl calculada de SDF-1
es 9,70. Como se emplea en la presente memoria el término SDF-1 se refiere a cualquier SDF-1 que incluye, pero
no se limita a, SDF-1 de mamiferos. Preferiblemente, la SDF-1 de mamiferos se selecciona del grupo que
comprende SDF de ratones, rata, conejo, hamsteres, mono y seres humanos. Mas preferiblemente la SDF-1
humana se refiere también como SDF-1a (SEQ ID NO: 1) y/o SDF-18 (SEQ ID NO: 2), lo mas preferiblemente SDF-
1 humana también es referida como SDF-1a (SEQ ID NO: 1).

El descubrimiento de que se podia identificar una alta afinidad de unién de acidos nucleicos a SDF-1, se observé
sorprendentemente por Eaton et al., (Eaton, Gold et al., 1997) en la generacién de aptameros, es decir, acidos
nucleicos-D que se unen a una molécula diana, dirigidos a una proteina basica es en general muy dificil porque este
tipo de diana produce una alta relacion entre la sefial no especifica y el ruido. Esta alta relacién entre la sefal y el
ruido da como resultado una elevada afinidad no especifica mostrada por acidos nucleicos para dianas bésicas tales
como SDF-1.
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Las caracteristicas del acido nucleico segun la presente invencién como se describe en la presente memoria se
pueden obtener en cualquier aspecto de la presente invencion donde se emplee el acido nucleico, bien en solitario o
en cualquier combinacion.

Sin desear vincularse por ninguna teoria, los presentes inventores asumen que la especificidad observada de los
acidos nucleicos que se unen a SDF-1 segun la presente invencién comparten algunas caracteristicas estructurales
y en particular una de las secuencias de nucleétidos que se refieren en ella como secuencias centrales que se
discutiran con mas detalle a continuacion, en la que se hace referencia en las Figuras 1 ala 8 y en el Ejemplo 1. Sin
embargo, se entiende que dichas Figuras y Ejemplo 1 incorpora varias de dichas caracteristicas estructurales que no
se tienen que realizar necesariamente en cada una de cualquiera de los &cidos nucleicos segun la presente
invencion.

Como se indica con mas detalle en las reivindicaciones y en el Ejemplo 1, las distintas moléculas de acido nucleico
que se unen a SDF-1 se pueden catalogar en base a dichas Cajas y algunas caracteristicas y elementos
estructurales, respectivamente. Las distintas categorias definidas también se refieren, por tanto, en la presente
memoria como tipos y mas especificamente como Tipo A, Tipo By Tipo C.

En una realizacion preferida el acido nucleico segun la presente invencion es una molécula de acido nucleico en
solitario. En otra realizacién, la molécula de &cido nucleico en solitario estd presente como una multitud de
moléculas de acido nucleico. Preferiblemente, los términos acido nucleico y molécula de acido nucleico se emplean
de una manera intercambiable en la presente memoria si no se indica lo contrario.

Se reconoce por los expertos en la técnica que la molécula de acido nucleico de acuerdo con la invencion consiste
preferiblemente en nucleétidos que se unen covalentemente los unos a los otros, preferiblemente a través de los
enlaces o vinculos fosfodiéster.

Los &cidos nucleicos objeto de la invencion como se definen en las reivindicaciones comprenderan también &cidos
nucleicos que son esencialmente homélogos a secuencias particulares descritas en la presente memoria. El término
sustancialmente homélogo se entendera tal como que la homologia es de al menos el 75%, preferiblemente 86%,
mas preferiblemente 90% y lo méas preferiblemente mas de 95%, 96%, 97%, 98% 0 99%.

El porcentaje actual de nucle6tidos homdlogos presentes en el acido nucleico segun la presente invencion
dependera del numero total de nucleétidos presentes en el acido nucleico. El porcentaje de modificacion se puede
basar en el nimero total de nucleétidos presentes en el acido nucleico.

La homologia se puede determinar cémo conoce el experto en la técnica. Mas especificamente, un algoritmo de
comparacién de secuencias calcula después el porcentaje de identidad de secuencia para la secuencia o
secuencias ensayadas en relacion a la secuencia de referencia, en base a los parametros del programa designado.
La secuencia de ensayo es preferiblemente la secuencia o la molécula de acido nucleico que es o se considera que
es homologa, y si lo es, en qué mediada, para otra molécula de acido nucleico, en la que tal otra molécula de acido
nucleico también se refiere como la secuencia de referencia. En una realizacion, la secuencia de referencia es una
molécula de acido nucleico como se describe en la presente memoria, mas preferiblemente una molécula de acido
nucleico que tiene una secuencia segun cualquiera de SEQ ID Nos 5 a 144. El alineamiento éptimo de las
secuencias para la comparacién se puede realizar, por ejemplo, mediante el algoritmo de homologia local de Smith y
Waterman (Smith y Waterman, 1981) mediante el algoritmo de alineacion de Needleman y Wunsch, (Needleman y
Wunsch, 1970) mediante la busqueda del método de similitud de Pearson y Lipman (Pearson y Lipman, 1988)
mediante implementaciones computarizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el Paquete
Informatico Wisconsin Genetics; Grupo Genetics Computer, 575 Science, Dr., Madison, Wis), o0 mediante inspeccién
visual.

Un ejemplo de un algoritmo que es adecuado para determinar el porcentaje de identidad de la secuencia es el
algoritmo empleado en la herramienta de busqueda de alineacion local (de aqui en lo sucesivo “BLAST”), véase, por
ejemplo, Altschul et al (Altschul et al. 1990 y Altschul et al, 1997). El programa informatico para la realizacién de
anadlisis BLAST esta disponible publicamente a través del Centro Nacional para Informacién Biotecnoldgica (de aqui
en lo sucesivo “NCBI”). Los parametros por defecto empleados en determinar la identidad de secuencia empleando
el programa informatico disponible en NCBI, por ejemplo, BLASTN (para secuencias de nucleotidos) y BLASTP
(para secuencias de aminoacidos) se describen en McGinnis et al (McGinnis et al, 2004).

El término &cido nucleico inventivo o acido nucleico objeto de la invencion como se define en las reivindicaciones
debe comprender también aquellos acidos nucleicos que comprenden las secuencias de &cidos nucleicos descritos
en la presente memoria o parte de los mismos, preferiblemente para extender los acidos nucleicos o dichas partes
estan implicadas en la uniéon a SDF-1. Tal acido nucleico puede derivarse de los descritos en la presente memoria,
por ejemplo, mediante truncado. El truncado se puede relacionar a uno o a ambos extremos de los acido nucleicos
como se describe en la presente memoria. También, el truncado se puede relacionar a la secuencia interna de los
nucleétidos, es decir, se puede relacionar al nucleétidos o nucleétidos entre el nucleétido terminal 5 y el 3,
respectivamente. Por otra parte, el truncado debe comprender la delecién de un nucleétido de la secuencia de los
acidos descritos en la presente memoria. El truncado puede relacionarse también a mas de un tramo del &cido o
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acidos nucleicos inventivos, en el que el tramo puede ser tan pequefio como un nucleétido de longitud en solitario.
La unidén de un acido nucleico segun la presente invencién se puede determinar por los expertos en la técnica
empleando experimentos rutinarios o mediante el empleo de un método como el que se describe en la presente
memoria, preferiblemente como se describe en la presente memoria en la parte de los ejemplos.

Los acidos nucleicos objeto de la invencion como se define en las reivindicaciones puede ser bien &cido nucleicos D
o acidos L. Preferiblemente, los acidos nucleicos son acidos nucleicos L. Ademas si es posible uno o varias partes
del &cido nucleico estan presentes como acidos nucleicos D o al menos uno o varias partes del acido nucleico son
acidos nucleicos L, respectivamente. Por lo tanto, en una realizacion preferida particularmente, los &cidos nucleicos
segun la presente invencién consisten en nucleétidos L y comprenden al menos un nucleétido D. Tal nucleétido D se
une preferiblemente a una parte distinta de los tramos que definen los acidos nucleicos segun la presente invencion,
preferiblemente aquellas partes de los mismos, donde esta implicada una interaccién con otras partes del acido
nucleico. Preferiblemente, tal nucleétido D se une a un extremo de cualquiera de los tramos y de cualquier acido
nucleico segun la presente invencion, respectivamente. En otra realizacion preferida, tales nucleétidos D pueden
actuar como un espaciador o un enlazador, que une preferiblemente modificaciones tales como PEG y HES a los
acidos nucleicos segun la presente invencion.

Esta también dentro de la presente invencion cada una y cualquiera de las moléculas de acido nucleico descritas en
la presente memoria en su totalidad en términos de que su secuencia o secuencias se limitan a la secuencia o
secuencias de nucleétidos en particular. En otras palabras, los términos “que comprende” o “comprende o
comprenden” se debe interpretar en tal realizacién en el significado de que contiene o consiste en.

Esta también dentro de la presente invencion que el acido nucleico objeto de la invencion como se define en las
reivindicaciones son parte de un acido nucleico mas largo en el que este acido nucleico mas largo comprende varias
partes en las que al menos una de tales partes es un acido nucleico, o parte del mismo, segun la presente invencion.
La otra parte o partes de este acido nucleico mas largo puede ser bien uno o bien varios acidos nucleicos D o &cidos
nucleicos L. Junto con la presente invencién se puede emplear cualquier combinacion. Esta otra parte o partes del
acido nucleico mas largo puede mostrar una funcion que es distinta a la de unir, preferiblemente de la de unién a
SDF-1. Una posible funcion es permitir la interaccion con otras moléculas, en las que tales otras moléculas son
preferiblemente diferentes a SDF-1, tal como, por ejemplo, para la movilizacién, entrecruzamiento, deteccion o
amplificacion. En otra realizacion de la presente invencion los acidos nucleicos segun la invencién comprenden,
como fracciones individuales o combinadas, varios acidos nucleicos de la presente invencion. Tal acido nucleico que
comprende varios de los acidos nucleicos de la presente invencién se engloba también por el término de acido
nucleico mas largo.

Los &cidos nucleicos L empleados en la presente memoria son acidos nucleicos que consisten en nucleétidos L, que
preferiblemente consisten en nucleétidos L completamente.

Los éacidos nucleicos D empleados en la presente memoria son acidos nucleicos que consisten en nucleétidos D,
que preferiblemente consisten en nucle6tidos D completamente.

Los términos acido nucleico y molécula de acido nucleico se emplean en la presente memoria de una manera
intercambiable sino se indica explicitamente lo contrario.

También, si no se indica lo contrario, cualquier secuencia de nucleétidos se establece en la presente memoria en
direccion 5 - 3.

Independientemente de si el acido nucleico inventivo consiste de nucleétidos D, nucledtidos L o una combinacion de
ambos con la combinacién siendo, por ejemplo, una combinacién aleatoria o una secuencia definida de tramos que
consisten en al menos un nucleétido L y al menos un acido nucleico D, el acido nucleico puede consistir en
desoxirribonucléotidos, ribonucleétidos o una combinacion de los mismos.

Designar los acidos nucleicos inventivos como &cido nucleico L es ventajoso por varias razones. Los &acidos
nucleicos L son enantiémeros de acido nucleicos que aparecen de manera natural. Los &cidos nucleicos D, sin
embargo, no son muy estables en disoluciones acuosas y particularmente en sistemas biolégicos o muestras
biolégicas debido a la amplia presencia de nucleasas. Las nucleasas aparecen de manera natural, en particular las
nucleasas de células animales que no son capaces de degradar los acidos nucleicos L. Por ello, la vida media
biolégica del acido nucleico L se incrementa significativamente en tal sistema, incluyendo el animal y el cuerpo
humano. Debido a la falta de degradabilidad del acido nucleico L no se generan productos de degradacion por la
nucleasa, y por tanto, no se observan los consiguientes efectos adversos. Este aspecto delimita el &cido nucleico L
de otros compuestos que se emplean en la terapia de enfermedades y/o trastornos que implican la presencia de
SDF-1. Los &cidos nucleicos L que se unen especificamente a una molécula diana a través de un mecanismo
diferente al del emparejamiento de bases de Watson Crick, o aptameros que consisten parcial o completamente en
nucleétidos L, particularmente con aquellas partes del aptamero que estan implicadas en la unién del aptamero a la
molécula diana, también se denominan spiegelmeros.

Esta dentro de la presente invencién que el primer y el segundo tramo de nucleétidos que flanquean a la secuencia
central de nucledtidos puedan, en principio, hibridar el uno con el otro. En tal hibridacién se forma una estructura
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bicatenaria. Sera reconocido por el experto en la técnica que tal hibridacién puede ocurrir o no, particularmente bajo
condiciones in vitro y/o in vivo. También, en caso de tal hibridaciéon, no es necesario el caso de que la hibridacion
ocurra a lo largo de la longitud completa de los dos tramos donde, al menos en base a las reglas de apareamiento
de bases, puede ocurrir tal hibridacion, y por tanto, una parte de la molécula o una estructura formada por dos 0 mas
hebras separadas, en la que la ultima, preferiblemente existen dos o mas pares de bases que son bases que se
emparejan preferiblemente de acuerdo con las reglas de emparejamiento de Watson-Crick. Sera reconocido también
por el experto en la técnica que puede haber otro emparejamiento de bases tal como el emparejamiento de
Hoogsten o formar una estructura bicatenaria.

Esta también dentro de la presente invencion que los acidos nucleicos inventivos, independientemente de si estan
presentes como acidos nucleicos D, acidos nucleicos L o &cidos nucleicos D, L o si son ADN o ARN, se pueden
presentar como acidos nucleicos monocatenarios o bicatenarios. Normalmente, los acidos nucleicos inventivos son
acidos nucleicos monocatenarios que muestran estructuras secundarias definidas debido a la secuencia primaria y,
por tanto, pueden formar estructuras terciarias. Sin embargo, los acidos nucleicos inventivos pueden ser también
bicatenarios en el significado de que dos hebras que son complementarias o parcialmente complementarias la una
con la otra, hibridan entre si. Esto confiere estabilidad al acido nucleico que, en particular, sera ventajoso si el acido
nucleico esta presente en la forma D que aparece de manera natural y no en la forma L.

Los acidos nucleicos objeto de la invencién como se define en las reivindicaciones se pueden modificar. Tales
modificaciones se pueden relacionar a los nucleétidos en solitario y son bien conocidos en la técnica. Ejemplos de
tales modificaciones se describen, entre otros, por Venkatesan et al., (Venkatesan, Kim et al., 2003) y Kusser
(Kusser 2000). Tal modificacion puede ser un atomo H, un atomo F o grupo O-CHs 0 grupo NH2 en la posicion 2’ del
nucledétido individual de los que consiste el acido nucleico. También, el &cido nucleico segun la presente invencion
puede comprender al menos un nucleodtido LNA. En una realizacién el acido nucleico segun la presente invencién
consiste en nucledtidos LNA.

En una realizacién, los acidos nucleicos pueden ser un acido nucleico multipartito. Un acido nucleico multipartito
como se emplea en la presente memoria, es un acido nucleico que consiste en al menos dos hebras de &cido
nucleico. Estas al menos dos hebras de acido nucleico forman una unidad funcional en la que la unidad funcional es
un ligando para una molécula diana. Las al menos dos hebras se pueden derivar a partir de cualquiera de los acidos
nucleicos inventivos bien mediante separaciéon del acido nucleico para generar dos hebras o bien mediante sintesis
de un acido nucleico que corresponde a una primera parte del acido nucleico inventivo, es decir, un acido nucleico
general y otro acido nucleico que corresponde a la segunda parte del acido nucleico general. Se reconocera que
tanto la separacién como la sintesis se puede aplicar para generar un acido nucleico multipartito donde hay mas de
dos hebras como se ejemplifica anteriormente. En otras palabras, al menos dos hebras de acido nucleico son
diferentes normalmente de dos hebras que son complementarias e hibridan la una con la otra aunque puede existir
una determinada extension de complementariedad entre las diferentes partes del acido nucleico.

Finalmente, esta también dentro de la presente invencién que se logre una estructura completamente cerrada, es
decir, una estructura circular para los acidos nucleicos segln la presente invencién, es decir, que los acidos
nucleicos segun la presente invencion se cierren, preferiblemente a través de un enlace covalente, en el que mas
preferiblemente tal enlace covalente se realice entre el extremo 5 y el extremo 3’ de las secuencias de acido
nucleico como se describe en la presente memoria.

Los presentes inventores han descubierto que los &cidos nucleicos segun la presente invencién muestran un valor
de intervalo Kd favorable.

Una posibilidad para determinar la constante de unidn es la medicion por resonancia plasménica de superficie
mediante el empleo del llamado dispositivo Biacore (Biacore AB, Upssala, Suecia), que también es conocido por el
experto en la técnica. La afinidad como se emplea preferiblemente en la presente memoria se midié6 también
mediante el empleo del “ensayo de unién pull-down” como se describe en los ejemplos. Una mediciéon apropiada
para expresar la intensidad de la unién entre el acido nucleico y la diana que en el presente caso es SDF-1, también
denominado valor Kd el cual es también el método para su determinacion, son bien conocidos por el experto en la
técnica.

Los &cidos nucleicos objeto de la invencién como se define en las reivindicaciones se caracterizan por un
determinado valor Kd. Preferiblemente, el valor Kd mostrado por los acidos nucleicos segun la presente invencion
esta por debajo de 1 uM. Un valor Kd de aproximadamente 1 pM se dice que es caracteristico de una unién no
especifica de un &cido nucleico a una diana. Como sera reconocido por los expertos en la técnica, el valor Kd de un
grupo de compuestos tal como los acidos nucleicos segln la presente invencion estan dentro de un determinado
intervalo. La Kd anteriormente mencionada de aproximadamente 1 uM es el limite maximo preferido para el valor de
Kd. El limite minimo preferido para la Kd de la unién de la diana a los &cidos nucleicos puede ser de
aproximadamente 10 picomolar o superior. Esta dentro de la presente invencion que los valores Kd de la union de
los &cidos nucleicos a grelina esté preferiblemente dentro de este intervalo. Se pueden definir intervalos preferidos
mediante la eleccion de cualquier primer nimero dentro de este intervalo. Valores maximos preferidos son 250 nM y
100 nM, valores minimos preferidos son 50 nM, 10 nM, 1 nM, 100 pM y 10 pM.
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Las moléculas de acidos nucleicos objeto de la invencién como se definen en las reivindicaciones pueden tener
cualquier longitud siempre y cuando sean capaces de unirse a la molécula diana. Se reconocera en la técnica que
hay longitudes preferidas de los &cidos nucleicos segun las presentes invenciones. Normalmente, la longitud esta
entre 15y 120 nucle6tidos. Se reconocera por los expertos en la técnica que cualquier nimero entero entre 15y 120
es una posible longitud para los acidos nucleicos segun la presente invencion. Intervalos mas preferidos para la
longitud de los acidos nucleicos segln la presente invencién son longitudes de aproximadamente 20 a 100
nucleétidos, aproximadamente 20 a 80 nucledtidos, aproximadamente 20 a 60 nucleétidos, aproximadamente 20 a
50 nucledtidos y aproximadamente 20 a 40 nucle6tidos.

Esta dentro de la presente invencion que los acidos nucleicos comprenden una fraccién que preferiblemente es una
fraccion de peso molecular alto y/o que permite preferiblemente modificar las caracteristicas del acido nucleico en
términos de, entre otros, tiempo de permanencia en el organismo del animal, preferiblemente el organismo de un ser
humano. Una realizacién preferida particularmente de tal modificacion es la PEGilacion y la HESilacién de los &cidos
nucleicos segun la presente invencion. Como se emplea en la presente memoria PEG representa poli(etilenglicol) y
HES hidroxietil-almidén. En la presente memoria se emplea preferiblemente la PEGilacion que es la modificacion de
un &cido nucleico segun la presente invencion en la que tal modificacién consiste en una fraccion de PEG que se
une a un acido nucleico segun la presente invencion. La HESilacién como se emplea preferiblemente en la presente
memoria es la modificacion de un acido nucleico segun la presente invencion en la que tal modificacion consiste en
una fraccién de HES que se une a un &cido nulceico segun la presente invencion. Estas modificaciones asi como el
proceso de modificar un &cido nucleico empleando tales modificaciones, se describen en la solicitud de la Patente
Europea EP 1 306 382, divulgacion de la cual se incorpora en su totalidad por referencia.

Preferiblemente, el peso molecular de una modificaciéon consiste o comprende de una fraccién de peso molecular
alto de aproximadamente 2.000 a 200.000 Da, preferiblemente de 40.000 a 120.000 Da, particularmente en el caso
de que la fraccion de peso molecular alto sea PEG, y es preferiblemente de aproximadamente 3.000 a 180.000 Da,
mas preferiblemente de 60.000 a 140.000 Da, particularmente en el caso de que la fraccién de peso molecular alto
sea HES. El proceso de modificacion de HES se describe, por ejemplo, en la solicitud de la Patente Alemana DE 1
2004 006 249.8 divulgacion de la cual se incorpora en su totalidad por referencia.

Esta dentro de la presente invencién que se pueda emplear tanto PEG y HES tanto lineal como ramificado como se
describe en las solicitudes de patente W02005074993 y PCT/EP02/11950. Tal modificacién puede realizarse, en
principio, a las moléculas de &cido nucleico de la presente invencion en cualquier posicién de los mismos.
Preferiblemente tal modificacién esta bien en el nucleétido 5 terminal, en el nucleétido 3’ terminal y/o en cualquier
nucleétido entre el nucledtido 5’ y el 3’ de la molécula de acido nucleico.

La modificacion y preferiblemente la fraccion PEG y/o HES se pueden unir a la molécula de &cido nucleico de la
presente invencion bien directamente o bien a través de un enlazante. Esta también dentro de la presente invencion
que la molécula de acido nucleico segun la presente invenciébn comprende una o mas modificaciones,
preferiblemente una mas fracciones de PEG y/o HES. En una realizacion la molécula enlazadora individual une mas
de una fraccion de PEG o una fraccion HES a una molécula de &cido nucleico segun la presente invencién. El
enlazante empleado junto con el la presente invencion puede ser bien lineal o ramificado. Este tipo de enlazantes se
conoce por los expertos en la técnica y se describen ademas en las solicitudes de patente WO2005074993 vy
PCT/EP02/11950.

Sin desear estar vinculado a ninguna teoria, parece que mediante la modificaciéon de los &cidos nucleicos segun la
presente invencidon con una fraccion de peso molecular alto, tal como un polimero y mas particularmente los
polimeros descritos en la presente memoria, que son preferiblemente aceptables fisiologicamente, la cinética de
excrecion cambia. Mas particularmente, parece que debido al peso molecular aumentado de tales &cidos nucleicos
inventivos modificados y debido a que los acidos nucleicos no son sujeto del metabolismo particularmente cuando
estan en la forma L, la excrecion de un organismo animal, preferiblemente de un animal mamifero y mas
preferiblemente de un organismo humano, disminuye. Normalmente la excrecién ocurre a través de los rifiones, los
presentes inventores asumen que la tasa filtracion glomerular, por tanto, se reduce significativamente en el acido
nucleico modificado comparado con los &cidos nucleicos que no tienen este tipo de modificacién en el peso
molecular que da como resultado un incremento en el tiempo de permanencia en el organismo. Junto con esto es
destacable de manera particular que, a pesar de tal modificacién del peso molecular alto la especificidad del acido
nucleico segun la presente invencion no se afecta de una manera perjudicial. En la medida de lo posible, los acidos
nucleicos segun la presente invencion tienen caracteristicas sorprendentes - que normalmente no se esperan de
compuestos activos farmacéuticamente - tal que una formulacién farmacéutica que proporciona una liberacién
sostenida no se requiere necesariamente para proporcionar una liberacién sostenida. En cambio, los acidos
nucleicos segun la presente invencién en su forma modificada que comprende una fraccion de peso molecular alta,
se puede emplear como tal como una forma de liberacién sostenida. En la medida de lo posible, la modificacién o
modificaciones de las moléculas de acido nucleico que se divulgan en la presente memoria y, por tanto, las
moléculas de acido nucleico y cualquier composicion que comprenda lo mismo, se pueden proporcionar para una
biodistribucion distinta de las mismas, preferiblemente con farmacocinéticas controladas. Esto incluye también
tiempo de permanencia en la circulacion y distribucion a los tejidos. Tales modificaciones se describen ademas en la
solicitud de patente PCT/EP02/11950.
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Sin embargo, estd también dentro de la invencidn que los acidos nucleicos descritos en la presente memoria
comprenden cualquier modificacién y particularmente modificaciones de peso molecular alto, tal como la PEGilacion
y la HESilacién. Tal realizacion es particularmente preferida cuando se desea un aclaramiento de los &cidos
nucleicos del cuerpo después de la administracién. Tal aclaramiento rapido se podria desear en caso de toma de
imagenes in vivo o en requerimientos de dosificacion terapéuticos empleando acidos nucleicos o medicamentos que
comprenden lo mismo, segln la presente invencién.

Los é&cidos nucleicos objeto de la presente invencion como se definen en las reivindicaciones, que también se
refieren en la presente memoria como 4cidos nucleicos segun la presente invencion, y/o los antagonistas segun la
presente invencién, se pueden emplear para la generacion o fabricacién de un medicamento. Tal medicamento
contiene al menos uno de los acidos nucleicos inventivos, opcionalmente junto con otros compuestos activos
farmacéuticamente, en los que el acido nucleico inventivo actia preferiblemente como compuesto activo
farmacéuticamente en si mismo. Tales medicamentos comprenden en realizaciones preferidas comprenden al
menos un vehiculo aceptable farmacéuticamente. Tal vehiculo puede ser, por ejemplo, agua, tampdn, PBS,
disolucién de glucosa, disolucién de sacarosa, disolucion de manosa, preferiblemente una disolucion equilibrada de
sacarosa 5%, almidon, azlcar, gelatina o cualquier otro vehiculo aceptable. Tales vehiculos son conocidos por el
experto en la técnica. Se reconocera por el experto en la técnica que cualquiera de las realizaciones, usos y
aspectos del medicamento o relacionado con el medicamento de la presente invencion, es también aplicable a la
composicion farmacéutica de la presente invencion y viceversa.

La indicacién, enfermedades y trastornos para el tratamiento y/o prevencion de los acidos nucleicos, las
composiciones farmacéuticas y los medicamentos de acuerdo con o preparados de acuerdo con la presente
invencion dan como resultado la implicacion, bien directa o indirecta, de SDF-1 en el respectivo mecanismo
patogénico.

Por supuesto, debido a que los acidos nucleicos se unen a SDF-1 segun la presente invencién interacciona con o se
une a SDF-1 humana o murina, un experto en la técnica entendera normalmente que los &cidos nucleicos que se
unen a SDF-1 segun la presente invencion se pueden emplear facilmente para el tratamiento, prevencion y/o
diagndstico de cualquier enfermedad como se describe en la presente memoria en seres humanos y animales. En
relacién con esto, se reconocera que las moléculas de &cido nucleico segun la presente invencién se pueden
emplear para el tratamiento y prevencién de cualquiera de las enfermedades, trastornos o afecciones descritos en la
presente memoria, independientemente del modo de accién subyacente de tal enfermedad, trastorno o afeccion.

A continuacién se proporciona el uso racional de las moléculas de acido nucleico seguln la presente invencién junto
con las distintas enfermedades, trastornos y afecciones, haciendo plausible, por tanto, la aplicacion terapéutica,
preventiva y diagnostica reivindicadas de las moléculas de acido nucleico segun la presente invencion. Para evitar
cualquier repeticidn innecesaria, se debera reconocer que debido a la implicacion de SDF-1, el eje del receptor SDF-
1 segun se ha sefalado junto a dicho eje se puede dirigir por las moléculas de acido nucleico segun la presente
invencion tal que se consiga el efecto terapéutico, preventivo y diagnédstico reivindicados. Se debera reconocer
ademas que las particularidades de las enfermedades, trastornos y afecciones, de los pacientes y cualquier detalle
del régimen de tratamiento descritos en relacion con esto, pueden ser objeto de realizaciones preferidas de la
presente solicitud.

La mejora de células madre y/o células progenitoras en la sangre y mas especificamente de sangre periférica es,
entre otras cosas, Util en tratamientos para aliviar los efectos de protocolos que afectan de manera adversa a la
médula ésea, tal como aquellos que dan como resultado leucopenia. Estos son efectos adversos conocidos de la
quimioterapia y radioterapia. Los acidos nucleicos de la presente invencién mejoran también el éxito de trasplante de
médula 6sea, mejora la cicatrizacién de heridas, y ayuda en la recuperacion del tejido de un 6rgano danado.
También combaten infecciones bacterianas que son prevalentes en leucemia. En la medida de lo posible, las
moléculas de &acido nucleico de la presente invencién se pueden emplear también para cualquier proposito y
tratamiento y prevencion, respectivamente, de cualquier enfermedad y condicién.

Movilizacion de células madre para la regeneracion de tejidos. En casos de dafio de 6rganos, por ejemplo, debido al
mal funcionamiento de la vasculatura o un trauma, la regeneracion tisular es deseable pero no siempre se consigue.
Las células madre de la médula ésea, preferiblemente células madre autélogas han mostrado tener beneficiosos
para en una variedad de modelos animales de enfermedades y han probado ser beneficiosas en algunos casos en
seres humanos.

Reparacién de la retina y del epitelio del pigmento retiniano. Se han investigado células madre derivadas de la
médula 6sea en modelos de ratdon de enfermedades vasculares retinianas y degenerativas. Estas células madre
derivadas de la médula 6sea muestran adhesion a los sitios dafiados, para estabilizar la vasculatura anormal y para
acelerar la neovascularizacion de areas hipdxicas si se inyecta de manera intravitrea o subretiniana (Friedlander et
al, 2007; Otani et al, 2002). Otros han encontrado que un subgrupo de células madre derivadas de la médula 6sea
se habian movilizado con dianas G-CSF del epitelio del pigmento retiniano en los sitios dafados. Aparte de
encontrarse que era necesaria la administracion sistémica cultivada, la inyeccion intra-ocular de células madre no lo
era. Por el contrario, la atraccion al sitio del dafio/lesion se consigui6 mediante la sobre-expresion localizada
transitoria de quimioquinas, por ejemplo, SDF-1 (Li et al, 2007; Li et al, 2006).
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Reparacién cardiaca. La acumulacion de evidencias indica que el miocardio responde al crecimiento o al dafo
mediante el reclutamiento de células madre y/o progenitoras que participan en la reparacion y en procesos
regenerativos. En un modelo de infarto cardiaco de raton, Fransioli et al., demostraron que células c-kit+, que son
células madre, se acumulan 1-2 semanas después del infarto en el area infartada, lo mas posiblemente para
contribuir en la reparacion de procesos (Fransioli et al, 2008). Dawn et al. informaron de la utilidad terapéutica
potencial de células madre similares a las embrionarias muy pequefnas Sca-1/Lin-/CD45- derivadas de médula 6sea
(siglas VSELs). En un modelo de infarto de miocardio de ratdn (siglas IM) el trasplante de un ndmero relativamente
pequerio de CD45-VSELs era suficiente para mejorar la funcién del ventriculo izquierdo y aliviar la hipertrofia de
miocitos después del IM (Dawn et al., 2008).

Reparacién y mejora de la inflamacién después de un infarto isquémico. Schwarting et al., han investigado los
efectos de células hematopoyéticas marcadas con péptido fluorescente verde Lin(-) mediante inyeccién en el
tamano del infarto, muerte celular apoptoética, inflamacién post-isquémica y transcripcion genética de citoquinas en
un modelo de lesidn cerebral isquémica de ratén. 24 horas después de la inyeccion, las células se encontraron en el
bazo y después en el parénquima del cerebro isquémico, expresando células microgliales pero no proteinas
marcadoras neuronales. El ensayo de dafio tisular mostré volimenes de infarto significativamente mas pequefios y
menos muerte celular neuronal apoptoética en areas peri-infartadas en células madre hematopoyéticas-Lin(-) de los
animales tratados. El andlisis de la infiltracion celular inmune en los hemisferios isquémicos reveld una reduccién de
las células T y de los macréfagos invasores en ratones tratados (Schwarting et al, 2008). Imitola et al., informaron
anteriormente de que las células madre neuronales se unen a sitios dafados del sistema nervioso central (siglas
SNC) a través de la ruta SDF-1a/CXCR4.

A la luz de estos descubrimientos, la movilizacién de un nimero suficiente de células madre de la médula 6sea es
probablemente beneficioso para inducir procesos de reparacién (Tang et al, 2007). Bloquear SDF-1 o su receptor
CXCR4 es un planteamiento prometedor, ya que éste moviliza una variedad de células madre de la médula 6sea. Se
pueden determinar por un experto en la técnica que realiza la experimentacion rutinaria dosis correctas, esquemas
de dosificacién y la localizaciéon potencial del agente movilizador, que se destinan preferiblemente a que las células
madre se movilicen pero aun sean capaces de responder a sefiales quimiotacticas, para que se puedan recluir a
sitios del dafo tisular.

Debido a que las moléculas de acido nucleico segun la presente invencion inhiben la sefial entre SDF-1 y el receptor
SDF-1, tal que las moléculas de acido nucleico que se unen a SDF-1 se pueden emplear para la generacién de un
medicamento que puede ser para, movilizacion de células progenitoras y/o células madre a sangre periférica, y/o
para el tratamiento de enfermedades y/o trastornos seleccionados preferiblemente del grupo que consiste en
cicatrizacion de heridas; quemaduras; trastornos causados o asociados con dafio de tejidos de 6rganos y/o
vasculatura dafiada, en las que tales trastornos se seleccionan de dafo retiniano y coroideo, accidente
cerebrovascular, dafio de miocardio, infarto de miocardio, isquemia después del trasplante de érganos y de lesion
traumatica; y trastornos hematopoyéticos, en el que tales trastornos se seleccionan de anemia aplasica, leucemia,
anemia inducida por farmacos y leucopenia, e infeccién bacteriana en leucopenia.

Para la movilizacién de células progenitoras y/o células madre el medicamento se puede usar en combinacion con
un segundo agente activo farmacéuticamente, en el que la funcion de dicho segundo agente activo
farmacéuticamente es la movilizacion de células progenitoras y/o células madre. Los agentes movilizadores de
células se seleccionan pero no se restringen al factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (siglas
GM-CSF), interleuquina-8 (abreviado IL-8), proteina inflamatoria de macréfagos (siglas MIP), oncogen relacionado
con el crecimiento, agentes que bloquean CXCR4 como AMD3001 (Aiuti, Webb et al., 1997) y factor estimulante de
colonias de granulocitos (siglas G-CSF).

En caso de lesién del SNC, el empleo de un inhibidor de SDF-1 macromolecular para la movilizaciéon de células
madre derivadas de médula ésea puede ser especialmente beneficioso. Aunque las células son aun sensibles a
gradientes SDF-1, éstas estan enmascaradas por el inhibidor de SDF-1 macromolecular en tejidos periféricos
siempre y cuando se mantenga una concentracién suficientemente alta en el cuerpo. Sin embargo, debido a que el
inhibidor de SDF-1 macromolecular no puede cruzar la barrera hematoencefalica, los gradientes SDF-1 que originan
la sobre-expresion de SDF-1 en los lugares del SNC con hipoxia o dafo, persisten en el SNC y pueden atraer a
algunas de las células movilizadas al lugar del dafio donde pueden servir como se describié anteriormente. En una
realizacién preferida, tal inhibidor de SDF-1 macromolecular es una molécula de acido nucleico segun la presente
invencion.

Combinacién de SDF-1 bloqueado y quimioterapia. Aproximadamente el 20% de las leucemias linfoblasticas agudas
del linaje B no se curan mediante quimioterapia tradicional. Estudios preclinicos que emplean células leucémicas ex
vivo en co-cultivo con células estromales han proporcionado evidencia de que la interaccién de blastos leucémicos
con componentes de la médula 6sea protege a las células leucémicas frente a la quimioterapia (Mudrey, Fortney et
al., 2000; Garrido, Appelbaum et al., 2001; Tabe, Jin et al., 2007). Existen también informes sobre modelos animales
en los que la inhibicién de moléculas de la superficie celular que son importantes para la adhesion celular, y por
tanto, que se dirigen a células hematopoyéticas (malignas), mejora la eficacia de la quimioterapia y conduce a la
erradicacion de células madre leucémicas (Matsunaga, Takemoto et al., 2003; Jin, Hope et al., 2006). SDF-1 se
conoce por jugar un papel importante en dirigir y retener células madre en los huecos de la médula ésea. Existe una
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acumulacion preclinica y un informe de evidencia clinica de que el bloqueo de CXCR4, un receptor de SDF-1 en
células hematopoyéticas, conduce también a la liberacion de blastos de leucemia mieloide aguda de la médula 6sea
a sangre periférica, donde se pueden dirigir por quimioterapia (por ejemplo, mediante el agente citarabina) (Fierro,
Brenner et al., 2008) u otros agentes que conducen a la muerte celular del tumor (por ejemplo bioldgicos en solitario
0 junto con anticuerpos que dependen de la citotoxicidad mediada por células o complemento dependiente de
citotoxicidad). Adicionalmente Jin et al. han observado recientemente que el tratamiento de la leucemia mielégena
cronica con inhibidores de tirosina quinasa (por ejemplo, imatinib) conduce a una regulacion al alza de CXCR4 en
células leucémicas. Esto da como resultado un incremento en el guiado a médula 6sea e indujo un bloqueo del ciclo
GO0-G1 que hace a las células quiescentes e insensibles a otros planteamientos de quimioterapia (Jin, Tabe et al.,
2008). A la luz de esto, la presente invencién sugiere una terapia de combinacion del agente quimoterapéutico junto
con CXCR4 o un inhibidor de SDF-1 como las moléculas de acido nucleico que se unen a SDF-1 segln la presente
invencion, que incluyen pero no se limitan a NOX-A12-JE40, para disminuir el guiado de células leucémicas y
movilizar células leucémicas quiescentes que se han dirigido a la médula 6sea anteriormente. Debido a la pérdida de
sefales las células pueden progresar a través del ciclo celular y son, por tanto, mas sensibles a la quimioterapia. La
quimioterapia asi como los respectivos agentes empleados se conocen en la técnica, por ejemplo, anticuerpos tales
como Rituximab, Ibritumomab tiuxetan, Tositumomab; agentes alquilantes tales como cisplatino y carboplatino, asi
como oxaliplatino, mecloretamina; ciclofosfamida, clorambucilo; anti-metabolitos tales como purineazatioprina,
mercaptopurina; alcaloides y terpenos vegetales tales como alcaloides de la vinca y taxanos; podofilotoxina;
epotilona; e inhibidores de topoisomerasas tales como campotecinas.

Por lo tanto, el medicamento como se describe en la presente memoria se puede emplear para la movilizacion de
células cancerosas en la sangre periférica del sujeto, en el que las células cancerosas se seleccionan pero no se
restringen al grupo de células leucémicas, células de mieloma, células de linfoma, células madre cancerosas, células
cancerosas con potencia metastasica y metastasis cancerosas.

El medicamento segun la presente invencion se puede emplear en combinacién con un segundo medicamento o un
segundo agente activo farmacéuticamente que se puede emplear para la movilizaciéon de células cancerosas en la
sangre periférica del sujeto. El segundo agente activo farmacéuticamente comprende agentes que movilizan células
como se describe en la presente memoria anteriormente.

Ademas, el medicamento segin la presente invencion se puede emplear en combinacion con un tercer
medicamento o un tercer agente activo farmacéuticamente, en el que el tercer agente activo dafa, destruye y/o
marca a la células o células cancerosas. Tales medicamentos que destruyen células cancerosas se seleccionan
preferiblemente pero no se restringe al grupo de anticuerpos tales como Rituximab, Ibritumomab tiuxetan,
Tositumomab; agentes alquilantes tales como cisplatino y carboplatino, asi como oxaliplatino, mecloretamina;
ciclofosfamida, clorambucilo; anti-metabolitos tales como purineazatioprina, mercaptopurina; alcaloides y terpenos
vegetales tales como alcaloides de la vinca y taxanos; podofilotoxina; epotilona; e inhibidores de topoisomerasas
tales como campotecinas.

El tercer medicamento o agente activo farmacéuticamente tiene o puede proporcionar la funcién de una
quimioterapia.

Los medicamentos que marcan las células cancerosas conducen a una activacién de una defensa del cuerpo que se
dirige a la célula cancerosa marcada, en el que el medicamento se selecciona pero no se restringe al grupo de
anticuerpos monoclonales. Funcionan mediante antigenos especificos de tumores diana, por lo tanto, mejoran la
respuesta inmune del hospedador para células tumorales a las que se une el agente. Ejemplos son trastuzumab
(marca comercial Herceptin), cetuximab, y rituximab (marcas comerciales: Rituxan o Mabthera).

La terapia de combinacion del medicamento segun la presente invencién se puede realizar con el segundo y/o el
tercer medicamento.

El sujeto que se trata con el medicamento de movilizacion de las células cancerosas se puede someter posterior o
simultaneamente a radioterapia. En una realizacion la radioterapia se puede emplear como un tratamiento
alternativo para el tercer agente activo farmacéuticamente, y con o sin radioterapia, se puede emplear para el
tratamiento y/o prevencién del cancer, preferiblemente de tumores sélidos y neoplasias hematoldgicas, mas
preferiblemente leucemia, linfoma, y mieloma en el que preferiblemente el medicamento segun la presente invencion
se usa en combinacién con el tercer medicamento o radioterapia.

Movilizacion de células plasmaticas de vida larga, células B y células T de memoria en enfermedades autoinmunes

Las células B, y/o células T de memoria retornan desde el cuerpo hasta la médula ésea y posiblemente a otros
lugares, por ejemplo, nédulos linfaticos, y/o se desarrollan por el gradiente de SDF-1 que se forma por la expresion
de SDF-1 en las células estromales (Parretta, Cassese et al., 2005; Zhang, Nakajima et al., 2005; Radbruch,
Muehlinghaus et al., 2006). En los huecos, estas células estan en un estado durmiente en el que no son sensibles a
farmacos que modifican la enfermedad (por ejemplo, farmacos citostaticos o metotrexato) que se emplean
normalmente para el tratamiento de enfermedades autoinmunes. Una vez ellas abandonan los huecos, se pueden
dividir facilmente y comenzar a reanudar una nueva respuesta si encuentran un antigeno anélogo que conduce
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probablemente a perpetuar la enfermedad autoinmune. Interferir con el gradiente de SDF-1 en la médula ésea y con
otros huecos mediante &cidos nucleicos que se unen a SDF-1 o al bloqueo de CXCR4 puede conducir a la
movilizacion de células B y/o células T y permite su reduccion desde la sangre a través de aféresis o dirigiéndolos
con un medicamento adecuado.

Después de la produccion de un anticuerpo activo con una respuesta inmunolégica aguda mediante células B
diferenciadas terminales (células plasmaticas) la mayoria de estas células se mueren con la resoluciéon de la
inflamacién o la eliminacion del antigeno extrafio (por ejemplo, proteina virica). Existe, sin embargo, una minoria de
células B de memoria que puede retornar a plasmoblastos con la ayuda de una células T. Estos plamoblastos tienen
la capacidad de migrar en respuesta a estimulos quimiotacticos en lugares donde sobreviven durante afos como
células plasmaticas de “memoria” de vida prolongada. Durante la transicion, las células pierden la expresion de
CXCR5 y CCR7 y no migran mas extensamente hacia los respectivos ligandos. Sin embargo, la expresion de
CXCR4 se mantiene. Por tanto, las células se moveran hacia los sitios de expresién de SDF-1, donde se pueden
encontrar con sefales que sobreviven a largo plazo, que pueden ser distintas o complementarias a SDF-1 (Minges
Wols et al, 2007). Estos espacios pueden estar tanto en médula 6sea como en la periferia, por ejemplo, en tejidos
inflamados. Las células plasmaticas de vida larga son probablemente las mas responsables del mantenimiento de
los titulos plasmaticos protectores que a menudo se mantienen durante afos tras una infeccién o una vacunacion
(Tarlinton et al., 2008). Las células plasmaticas de vida larga no son susceptibles a farmacos que modifican
enfermedades como otras células B y T, lo méas probablemente debido a que no se dividen. Ademas, no pueden ser
guiadas por el tratamiento del anticuerpo anti-CD20, ya que las células plasmaticas no tienen CD20. En
enfermedades autoinmunes que se mantienen por anticuerpos secretados por células plasmaticas y células
plasmaticas de vida larga, podria ser beneficioso eliminar estas células, para que el sistema inmune parara de
atacar al propio tejido. Un método para reducir las células plasmaticas de la sangre del paciente se puede realizar
mediante aféresis, por ejemplo, empleando anticuerpo anti CD138 (sindecano-1) sobre una matriz de afinidad (por
ejemplo, una columna o perlas) (Minges Wols y Witte, 2008; Wijdenes et al, 1996). Para eliminar no sélo las células
plasmaticas circulantes sino también las células plasmaticas de vida larga residentes seria favorable movilizar las
ultimas de sus huecos. Esto se podria realizar mediante la administracion sistémica de una molécula de &cido
nucleico segun la presente invencion que destruyese los gradientes de SDF-1 y movilizase estas células que se
mueven hacia SDF-1 en la sangre periférica.

Por lo tanto, el medicamento segln la presente invencion se puede emplear para la movilizacion de células
plasmaticas de vida larga, células B y/o células T en la sangre periférica de un sujeto.

El medicamento segln la presente invencién se puede emplear en combinacién con un segundo medicamento o
segundo agente activo farmacéuticamente que se puede emplear para la movilizacion de células plasmaticas de
vida larga, células B y/o células T en la sangre periférica de un sujeto. El segundo medicamento o agente activo
farmacéuticamente comprende un agente movilizador de células como se describe en la presente memoria
anteriormente pero no se restringe a los mismos.

Aunque las células se movilizan por un medicamento segun la presente invencion en solitario o en combinacién con
un segundo medicamento o agente activo farmacéuticamente como se describe anteriormente, se pueden aclarar la
sangre mediante aféresis, clasificacion celular y/o citometria de flujo (por ejemplo, clasificacién de células activadas
por fluorescencia [FACS] y/o clasificacion celular activada magnéticamente [MACS] con células plasmaticas de vida
larga, células B o marcadores de superficie de células T).

Por otra parte, el medicamento segun la presente invencién se puede emplear en combinacién con un tercer
medicamento o un tercer agente activo farmacéuticamente, en el que el tercer medicamento o tercer agente activo
farmacéuticamente dafa, destruye y/o marca las células plasmaticas de vida larga, células B y/o células T en la
sangre periférica. Tales medicamentos destruyen las células plasmaticas de vida larga, células B y/o células T que
se seleccionan pero no se restringen a farmacos que modifican enfermedades, por ejemplo, metotrexato o agentes
citotoxicos. Ejemplos de medicamentos que marcan las células plasmaticas de vida larga, células B y/o células T
que conducen a una activacion de las defensas del cuerpo dirigida a las células plasmaticas de vida larga, células B
y/o células T marcadas de las mismas incluyen, pero no se limitan a, las seleccionadas del grupo que consiste en
rituximab, anticuerpos que se unen al receptor IL-6 0 anticuerpos que se unen a sindecano-1.

La terapia de combinacién del medicamento segun la presente invencion se puede realizar con el segundo o el
tercer medicamento.

El sujeto que se trata de acuerdo con la presente invencion con el medicamento segun la presente invencion para la
movilizacion de las células plasmaticas de vida larga, células B y/o células T se pueden someter posterior o
simultaneamente con radioterapia, que dafia o destruye las células del sistema inmune del paciente que se dividen,
que finalmente se ataca asi mismo. La radioterapia se puede emplear como tratamiento alternativo para el tercer
medicamento. El empleo del medicamento segln la presente invencion, en combinacion o no del segundo
medicamento o segundo agente activo farmacéuticamente, con o sin el tercer medicamento o el tercer agente activo
farmacéuticamente, se puede emplear para el tratamiento y/o prevencion de enfermedades autoinmunes,
movilizaciéon de células plasmaticas de vida larga, células B y/o células T en solitario o junto con un concepto
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terapéutico mas complejo puede ser beneficioso para el tratamiento de varias enfermedades que incluyen pero no
se limitan a

enfermedades autoinmunes sistémicas en las que tal enfermedad autoinmune sistémica se selecciona
preferiblemente de alergia, anemia hemolitica autoinmune de tipo caliente o fria, sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica, shock hemorragico, diabetes de tipo 1, escleroderma difusa, policondritis, sindrome autoinmune
poliglandular, lupus eritematoso sistémico y manifestaciones del mismo, artritis reumatoide, enfermedad reumatica
en el ojo, cerebro, pulmén, rifiones, corazon, higado, tracto gastrointestinal, bazo, piel, huesos, sistema linfatico,
sangre y otros 6rganos;

enfermedades autoinmunes del tracto gastrointestinal en las que tal enfermedad autoinmune del tracto
gastrointestinal se selecciona preferiblemente de enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, enfermedad celiaca,
intolerancia al gluten, enfermedad intestinal inflamatoria, pancreatitis, esofagitis eosinofilica;

enfermedades autoinmunes cutaneas en las que tal enfermedad autoinmune cuténea se selecciona preferiblemente
de psoriasis, urticaria, dermatomiositis, pénfigo vulgar, pénfigo foliaceo, penfigoide bulloso, escleroderma
morfea/lineal, vitiligo, dermatitis herpetiforme o enfermedad de Duhring, liquen escleroso;

enfermedades autoinmunes de la vasculatura en la que tal enfermedad autoinmune de la vasculatura se seleccionan
preferiblemente de vasculitis, preferiblemente arteritis de la temporal, vasculitis, derrame vascular, polimialgia
reumatica, ateroesclerosis, sindrome de Churg-Strauss, arteritis Takayasu, sindrome Goodpasture, preferiblemente
que afecte sobre todo a los rifiones, mas especificamente los glomérulos, y/o que afecte también a los pulmones,
glomerulonefritis, poliarteritis nodosa, enfermedad de Behcet;

enfermedades autoinmunes del sistema nervioso en la que tal enfermedad autoinmune del sistema nervioso se
selecciona preferiblemente de esclerosis multiple, polineuropatia desmielinizante inflamatoria cronica, disfuncion
neurocognitiva, sindrome de la persona rigida (stiffman), sindrome de Guillain-Barré, miastenia gravis, sindrome de
Lambert-Eaton;

enfermedades autoinmunes de los musculos esqueléticos en la que tal enfermedad autoinmune de los musculos
esqueléticos se selecciona preferiblemente de espondilitis anquilosante, sarcoidosis, polimialgia reumatica,
polimiositis, artritis psoriasica, fiebre reumatica, policondritis, fibromialgia, artritis reumatoide juvenil, enfermedad de
Lyme, atritis reactiva, espondiloartropatia, enfermedad articular degenerativa;

y otras enfermedades autoinmunes en la que tales otras enfermedades autoinmunes se seleccionan preferiblemente
del sindrome de Cogan, adrenalitis autoinmune, enfermedad de Méniére, inflamaciones locales, alopecia areata,
enfermedades inflamatorias agudas, cirrosis biliar primaria, sindrome de Sjoérgen, escleroderma tal como
escleroderma difusa, sindrome CREST y/o escleroderma morfea/lineal, uveitis autoinmune, tiroiditis Hashimoto,
enfermedad de Graves, hepatitis autoinmune, glomerulonefritis, sindrome anti-fosfolipidos, fibrosis pulmonar
idiopatica, infertilidad autoinmune, trastornos complejos autoinmunes y peritonitis.

Por otra parte, el empleo del medicamento segun la presente invencién, en combinacién con o sin el segundo
medicamento o segundo agente activo farmacéuticamente, se puede emplear para el tratamiento y/o prevencion de
la enfermedad de injerto contra huésped después del trasplante de médula ésea o rechazo a trasplantes de 6rganos
trasplantados que se seleccionan preferiblemente de higado, rifién, intestino, pulmén, corazdn, piel, extremidades,
cornea, islotes de Langerhans, médula 6sea, vasos sanguineos y pancreas.

En un modelo de ratén de enfermedad alérgica de vias aéreas, un anticuerpo que se dirige a CXCR4 en leucocitos
reduce la hiper capacidad de respuesta y la eosinofilia pulmonar, indicando que las senales mediadas por CXCR4
contribuye a la inflamaciéon pulmonar (Gonzalo, Lloyd et al., 2000). Existe evidencia de que SDF-1 contribuye a la
angiogénesis. Evidencias clinicas y experimentales indican que los leucocitos que se infiltran en la piel juegan un
papel crucial en la iniciacién y el mantenimiento de la dermatitis atopica y se ha demostrado que SDF-1 es un factor
importante para el reclutamiento de linfocitos T y células dendriticas, (Gombert, Dieu-Nosjean et al., 2005). Debido a
que los leucocitos y especialmente las células T expresan el receptor de SDF-1, CXCR4, y responden
quimiotacticamente a gradientes de SDF-1, la alteracién de estos gradientes mediante la unién a SDF-1 y
neutralizaciéon del acido nucleico segun la presente invencion es adecuada para ayudar en enfermedades
inflamatorias con exceso de inflamacién con o sin un origen bacteriano o viral, inflamacién del pulmén y/o de la piel,
preferiblemente psoriasis.

La artritis reumatoide es una enfermedad autoinmune sistémica potencial que normalmente comienza en las
pequenias articulaciones de manos y pies. Su caracteristica es la inflamacién de la membrana sinovial que se
caracteriza por infiltracién de la membrana y del tejido circundante por leucocitos, especialmente macréfagos,
células T y células B. Este proceso y la secrecién de proteasas y citoquinas pro-inflamatorias conduce al
engrosamiento de la membrana sinovial y al crecimiento del tejido esponjoso, llamado pannus. Este prolifera
alrededor de la articulacion e invasivamente en el hueso y cartilago, conduciendo a su destruccion irreversible. El
pannus desencadena la formacion de neovasculatura para su propio riego sanguineo. lwamoto et al., han
encontrado recientemente que un numero de citoquinas estan elevadas en el tejido sinovial y el fluido sinovial de
pacientes con AR, entre ellos estd SDF-1 (lwamoto et al, 2008). La regulacion al alza de SDF-1 se ha demostrado
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también previamente in vitro mediante la adicion de fluido sinovial en pacientes con AR a sinoviocitos similares a
fibroblastos cultivados. Este fluido o la adicién de IL-17 induce la expresién de ARNm de SDF-1 por los sinoviocitos.
La induccion de la expresién de SDF-1 se podria anular mediante adicion de anticuerpos anti-IL17 (Kim et al, 2007).
En el contexto de una articulacién inflamada, SDF-1 puede actuar de una manera triple. Primero como un
quimioatrayente para leucocitos, segundo como un atrayente para células progenitoras endoteliales que se
necesitan para la angiogénesis o tercero como un desencadenante de la expresion del factor de crecimiento
descendente, tal como VEFG, que conduce después al crecimiento de la neovasculatura.

En base a estos experimentos, los inventores asumen que un medicamento que se emplea para la inhibicion de la
migracion de leucocitos, preferiblemente desde la sangre periférica hasta un tejido, puede permitir el tratamiento y/o
prevencion de enfermedades y/o trastornos como sigue.

La migracién de leucocitos se puede iniciar mediante antigenos no auténomos de 6rganos trasplantados, en los que
los érganos trasplantados se seleccionan del higado, rifién, intestino, pulmon, corazén, piel, extremidades, cérnea,
islotes de Langerhans, médula dsea, vasos sanguineos y pancreas. Por lo tanto, un medicamento que conduce a
una inhibicién de la migracion de leucocitos se puede emplear para la prevencion y/o tratamiento del rechazo a
trasplantes de érganos trasplantados como se describe en la presente memoria.

Por otra parte, la migracion de leucocitos se puede iniciar mediante inflamacién que aparece o se asocia con

enfermedades autoinmunes sistémicas en las que tal enfermedad autoinmune sistémica se selecciona
preferiblemente de alergia, anemia hemolitica autoinmune de tipo caliente o fria, sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica, shock hemorragico, diabetes de tipo 1, escleroderma difusa, policondritis, sindrome autoinmune
poliglandular, lupus eritematoso sistémico y manifestaciones del mismo, artritis reumatoide, enfermedad reumatica
en el ojo, cerebro, pulmén, rifiones, corazoén, higado, tracto gastrointestinal, bazo, piel, huesos, sistema linfatico,
sangre y otros 6rganos;

enfermedades autoinmunes del tracto gastrointestinal en las que tal enfermedad autoinmune del tracto
gastrointestinal se selecciona preferiblemente de enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, enfermedad celiaca,
intolerancia al gluten, enfermedad intestinal inflamatoria, pancreatitis, esofagitis eosinofilica;

enfermedades autoinmunes cutaneas en las que tal enfermedad autoinmune cutédnea se selecciona preferiblemente
de psoriasis, urticaria, dermatomiositis, pénfigo vulgar, pénfigo folidceo, penfigoide bulloso, escleroderma
morfea/lineal, vitiligo, dermatitis herpetiforme o enfermedad de Duhring, liquen escleroso;

enfermedades autoinmunes de la vasculatura en la que tal enfermedad autoinmune de la vasculatura se seleccionan
preferiblemente de vasculitis, preferiblemente arteritis de la temporal, vasculitis, derrame vascular, polimialgia
reumatica, ateroesclerosis, sindrome de Churg-Strauss, arteritis Takayasu, sindrome Goodpasture, preferiblemente
que afecte sobre todo a los rifiones, mas especificamente los glomérulos, y/o que afecte también a los pulmones,
glomerulonefritis, poliarteritis nodosa, enfermedad de Behcet;

enfermedades autoinmunes del sistema nervioso en la que tal enfermedad autoinmune del sistema nervioso se
seleccionan preferiblemente de esclerosis multiple, polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica, disfuncion
neurocognitiva, sindrome de la persona rigida (stiffman), sindrome de Guillain-Barré, miastenia gravis, sindrome de
Lambert-Eaton;

enfermedades autoinmunes de los muisculos esqueléticos en la que tal enfermedad autoinmune de los musculos
esqueléticos se selecciona preferiblemente de espondilitis anquilosante, sarcoidosis, polimialgia reumatica,
polimiositis, artritis psoriasica, fiebre reumatica, policondritis, fibromialgia, artritis reumatoide juvenil, enfermedad de
Lyme, atritis reactiva, espondiloartropatia, enfermedad articular degenerativa;

y otras enfermedades autoinmunes en la que tales otras enfermedades autoinmunes se seleccionan preferiblemente
del sindrome de Cogan, adrenalitis autoinmune, enfermedad de Méniére, inflamaciones locales, alopecia areata,
enfermedades inflamatorias agudas, cirrosis biliar primaria, sindrome de Sjorgen, escleroderma tal como
escleroderma difusa, sindrome CREST y/o escleroderma morfea/lineal, uveitis autoinmune, tiroiditis Hashimoto,
enfermedad de Graves, hepatitis autoinmune, glomerulonefritis, sindrome anti-fosfolipidos, fibrosis pulmonar
idiopatica, infertilidad autoinmune, trastornos complejos autoinmunes y peritonitis.

Por otra parte, un medicamento que conduce a una inhibicién o reduccién de la migraciéon de leucocitos se puede
emplear para la prevencion y/o tratamiento de la inflamacion que aparece o asocia con la enfermedad autoinmune
como se describe en la presente memoria.

Como se muestra en el modelo de ratdén de enfermedad alérgica de vias aéreas, el medicamento que conduce a una
inhibicion de la migracion de leucocitos puede ser eficaz en el tratamiento y/o prevencién de reacciones alérgicas de
la piel y/o la mucosa de vias aéreas, preferiblemente fiebre del heno, asma, hiper capacidad de respuesta de las
vias aéreas y/o dermatitis, preferiblemente dermatitis de contacto y/o dermatitis atdpica.
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La movilizacién de células progenitoras y/o células madre por el &cido nucleico segun la presente invencion
proporciona un método para obtener estas células a partir de un sujeto. De eso modo, una cantidad eficaz de las
moléculas de acido nucleico segun la invencién se administra a un sujeto, conduciendo a la movilizacién de células
progenitoras y/o células madre en la sangre periférica del sujeto. Las células se pueden cultivar a partir de un sujeto,
desde la sangre periférica del sujeto respectivamente, mediante aféresis, leucaféresis, clasificacion de células y/o
citometria de flujo como se describe en la presente memoria.

Después de cultivar las células progenitoras y/o las células madre del sujeto, el sujeto, preferiblemente un primer
sujeto, se puede someter posterior o simultdneamente a quimioterapia o radioterapia.

La quimioterapia y la radiacion afectan normalmente a las células que se dividen rapidamente. Se emplean para
tratar el cancer ya que las células cancerosas se dividen mas frecuentemente que las células sanas. Sin embargo,
debido a que las células de la médula ésea se dividen también de manera frecuente, los tratamientos a dosis altas
pueden dafar o destruir gravemente la médula ésea del paciente. Sin una médula 6sea sana, el paciente no es
capaz de producir las células sanguineas necesarias para transportar oxigeno, que luchan contra la infeccién, y
previenen frente al sangrado. Las células madre sanguineas periféricas que se trasplantan reemplazan a las células
madre que se destruyeron por el tratamiento. La salud de las células madre trasplantadas puede restablecer la
capacidad de la médula 6sea para producir células sanguineas que el paciente necesita.

El trasplante de células madre sanguineas periféricas se emplean normalmente en el tratamiento de la leucemiay el
linffoma. Es mas eficaz cuando la leucemia o el linfoma esta en remision (los signos y sintomas del cancer han
desaparecido). El trasplante de células madre de sangre periférica se emplea también para tratar otros canceres
como el neuroblastoma (cancer que presenta células nerviosas inmaduras y afecta a bebés y nifios) y mieloma
multiple. Los investigadores estan evaluando el trasplante de células madre sanguineas periféricas en ensayos
clinicos (estudios de investigacién) para el tratamiento de varios tipos de canceres (NCI, 2001).

Como se muestra en la Fig. 41 y 43 se pueden tratar varios tipos de canceres como la leucemia y los tumores
sélidos, trastornos linfoproliferativos y trastornos no cancerosos tales como enfermedades autoinmunes, trastornos
hematopoyéticos mediante el trasplante de células madre hematopoyéticas alogénicas y/o autdlogas (abreviado
HSCT) (Gratwohl, Baldomero et al 2002).

Si la quimioterapia o radioterapia se realiza posteriormente en el primer sujeto preferiblemente, en el que la
quimioterapia o la radioterapia se realiza o administra para dafar o destruir las células del tumor, las células
progenitoras y/o células madre cultivadas del primer sujeto preferiblemente, se puede administrar en la sangre
periférica de la columna vertebral del primer sujeto preferiblemente. De manera alternativa, un segundo sujeto puede
aportar sus células progenitoras y/o células madre cultivadas al primer sujeto, que tiene un nivel bajo de células
progenitoras y/o células madre o estas células progenitoras y/o células madre se han destruido antes, por ejemplo,
mediante quimioterapia o radioterapia.

El método se puede emplear para el tratamiento del cancer, preferiblemente tumores soélidos, tumores
hematoldgicos o neoplasias.

En las enfermedades autoinmunes se incluyen pero se limitan a, por ejemplo, lupus eritematoso, artritis reumatoide,
especialmente en casos graves, una de las opciones terapéuticas es la de realizar un tratamiento mieloablativo o
mas selectivamente un régimen terapéutico linfoablativo y recuperar a partir de entonces el sistema hematopoyético
del paciente (Burt, Marmont et al., 2006). Las células madre hematopoyéticas y las células progenitoras
hematopoyéticas que necesitan del injerto del sistema hematopoyético se movilizan eficazmente por las moléculas
de &cido nucleico segun la presente invencién que incluyen pero no se limitan al Spiegelmero NOX-A12-JE40 de
unién a SDF-1, o mediante otra estrategia de bloquear SDF-1 o su receptor CXCR4 respectivo.

Alternativamente las células progenitoras/células madre hematopoyéticas se cultivan a partir de la sangre y se
emplean para reconstituir el sistema inmune del paciente después de la ablacién del sistema hematopoyético que
incluye los linfocitos auto-reactivos por terapia de quimioterapia y/o radioterapia. Esto, en principio, constituye una
terapia curativa para enfermedades autoinmunes.

La movilizacién de células plasmaticas de vida larga, células B y/o células T mediante el acido nucleico segun la
presente invencion proporciona un método para reducir estas células de un sujeto. De esta manera una cantidad
eficaz de la molécula de acido nucleico segun la invencion se administra a un sujeto, conduciendo a la movilizacion
de células plasmaticas de vida larga, células B y/o células T en la sangre periférica del sujeto. Las células T
cultivadas son células T de memoria preferiblemente. Las células se pueden extraer del sujeto, a partir de la sangre
periférica del sujeto respectivamente, mediante aféresis, leucaféresis, clasificacion celular y/o citometria de flujo
como se describe en la presente memoria. La extraccién se realiza preferiblemente mediante citometria de flujo con
marcadores de superficie adecuados para dichas células.

El método para cultivar células progenitoras y/o células plasmaticas de vida larga, células B y/o células T
respectivamente se puede emplear para el tratamiento y/o prevencion de enfermedades autoinmunes sistémicas,
enfermedades autoinmunes del tracto gastrointestinal, enfermedades autoinmunes cutaneas, enfermedades
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autoinmunes de la vasculatura, enfermedades autoinmunes del sistema nervioso, enfermedades autoinmunes
musculoesqueléticas y otras enfermedades autoinmunes como se describen en la presente memoria.

La nefropatia diabética (abreviado ND) es una causa importante de la fase final de enfermedad renal. Aunque los
inhibidores de angiotensina pueden prevenir la progresién de la enfermedad en muchos casos, no hay una terapia
viable para los que no responden. En ND el penacho glomerular se somete a un remodelado estructural lento pero
progresivo caracterizado por hipertrofia glomerular, acumulacion nodular y difusa de matriz mesangial extracelular, y
dano de podocitos. Lo ultimo se cree que causa la progresion de la microalbuminuria en etapas tempranas hasta
una clara proteinuria y glomeruloesclerosis en las etapas tardias de la ND. El inicio y la progresion de la ND implica
numerosos patomecanismos que incluyen el depésito de productos finales de la glicosalicion avanzada, disfuncién
endotelial, expresion local aumentada de factores de crecimiento y mediadores proinflamatorios. Generalmente, las
quimioquinas pertenecen al ultimo grupo de factores porque determinadas quimioquinas promueven la inflamacién
mediante el reclutamiento y la activacion de células inmunes en ND similares a otros tipos de enfermedades renales.
Por ejemplo, la delecién dirigida o el bloque terapéutico de la proteina quimioatrayente de monocitos MCP-1/CCL2
puede prevenir la glumeruloesclerosis mediante el bloqueo del reclutamiento de macréfagos en glomérulos de
ratones con diabetes tipo 1 o tipo 2 (T1D/T2D) (Chow et al, 2007; Chow et al., 2006; Kulkarni et al, 2007).

No se conoce nada acerca de SDF-1 en ND. La ND carece bien de proliferacion o bien de autoinmunidad de los
podocitos, por tanto, los estudios anteriormente mencionados casi no predicen el papel funcional predominante de
SDF-1 en ND. Sin embargo, los inventores tienen razones para asumir que el remodelado progresivo de la
estructura glomerular hacia la glomeruloesclerosis, una variante morfologica de la cicatrizacion de heridas, podria
implicar la sefalizacién de SDF-1. En base a los datos disponibles de otras enfermedades no parece claro si SDF-1
protege de forma predominante de la DN, por ejemplo, mediante el mantenimiento de la integridad del tejido y
apoyando la regeneracién, o si SDF-1 promueve predominantemente la ND, por ejemplo, mediante la mejora de la
glomeruloesclerosis. Los datos de los inventores empleando el acido nucleico NOX-A12-JE40 (SEQ ID NO: 132) de
unién a SDF-1 como una molécula representativa de las moléculas de acido nucleico segun la presente invencion,
en un modelo de ratén de nefropatia diabética apoya esto ultimo, lo que identifica un nuevo patomecanismo de
glomeruloesclerosis, y SDF-1 como una diana terapéutica potencial en ND en el Ejemplo 12. Por lo tanto, NOX-A12-
JE40 (SEQ ID NO: 132) puede ser util como terapia para el tratamiento o prevencion de la nefropatia diabética. El
mecanismo de accién puede mediarse también potencialmente mediante la movilizaciéon de células progenitoras y/o
células madre derivadas de la médula ésea (lto et al., 2001). Por lo tanto, los acidos nucleicos SDF-1 descritos en la
presente memoria se pueden emplear para la fabricacién de un medicamento, en el que el medicamento es para el
tratamiento y/o prevencién de la nefropatia y preferiblemente de la nefropatia diabética.

Hipertension arterial pulmonar

La hipertension arterial pulmonar (abreviada HP) es una enfermedad grave de etiologia escasamente conocida
caracterizada por presion arterial pulmonar elevada, que conduce a un fallo cardiaco del lado derecho, y finalmente
la muerte. La HP es el resultado de un engrosamiento de las arterias pulmonares pequefias que dan como
resultado, al menos, en parte, una disfuncién y proliferacion de las células del musculo endotelial y liso. La
proliferacién de células endoteliales vasculares aumentadas y la muscularizacion de las vasculatura son
caracteristicas patolégicas de remodelado vascular pulmonar, y se ha demostrado que este proceso se asocia con la
produccion de factores angiogénicos, mediadores inflamatorios, y vasoconstrictores que inducen a hipoxia. Yamaji-
Kegan et al., encontraron en un estudio de cultivo de 6rganos de pulmén de ratoén ex vivo que CXCL12/SDF-1 se
regulaba al alza y podia estar implicado en el reclutamiento intrapulmonar de células circulantes mediante la sobre-
expresion del factor mitogénico que induce hipoxia (abreviado HIMF) (Yamaji-Kegan, Su et al., 2006). Se ha descrito
también la influencia de SDF-1 en el remodelado vascular en la hipertension general y en la arterial pulmonar
(Schober y Zernecke 2007). Por tanto, el bloqueo de SDF-1 mediante los acidos nucleicos que se unen a SDF-1
como se describe en la presente memoria se puede emplear en el tratamiento y/o prevencion de la hipertension,
preferiblemente la hipertension pulmonar, mas especificamente la hipertension arterial pulmonar.

Fibrosis pulmonar idiopatica

El tejido pulmonar de pacientes con fibrosis pulmonar idiopéatica se describe por tener altas cantidades de células
que expresan tanto SDF-1 como CXCR4 en comparacion con los pulmones normales. En un modelo de raton de
fibrosis pulmonar inducida por bleomicina, Xu et al., generaron datos que muestran que la administracion del
antagonista de CXCR4 (TN14003) atenua significativamente la fibrosis pulmonar (Xu, Mora et al., 2007). Por lo
tanto, el bloqueo de SDF-1 mediante acidos nucleicos que se unen a SDF-1 como se describe se pueden emplear
para el tratamiento y/o prevencién de la fibrosis pulmonar idiopatica.

Fibrosis en cicatrizaciéon de heridas

Después de la lesion mediante quemadura de la piel de rata, cerdo y seres humanos, se ha demostrado que se
sobre-expresa SDF-1. Aunque es beneficioso durante un periodo de tiempo corto después de la lesion, se cree que
promueve la atraccién de leucocitos (por ejemplo, eosindfilos) y fibrosis en lugar de promover la epitelizacion (Avniel,
Arik et al., 2006). Mediante la inhibicién de CXCR4 o SDF-1 por acidos nucleicos que se unen a SDF-1 como se
describe en la presente memoria, se puede obtener la cicatrizacion de heridas con menos fibrosis.
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Como se describe anteriormente, SDF-1 ha demostrado que esta implicado en dirigir las células endoteliales hacia el
coroides durante la neovascularizacion en tejido ocular, en el que el papel exacto de estas células esta aun en
investigacion (Sengupta, Caballero et al., 2005). Sin embargo, los inventores podrian mostrar en dos modelos de
animal independientes que el bloqueo de SDF-1 mediante acido nucleico de union a SDF-1 segln la presente
invencion como se describe en la presente memoria conduce a una reduccion de la neovascularizacion.

El modelo animal de ‘neovascularizacion coroidea inducida por laser’ se emplea para predecir el efecto de farmacos
en investigacion sobre la neovasculatura coroidea y retiniana humana. Esto ocurre en enfermedades como la
degeneracion macular humeda o ‘proliferativa’ relacionada con la edad (abreviada DMRE), retinopatia diabética y
oclusion de la vena retiniana. Se ha demostrado que CXCR4 se expresa en CNV inducida por laser (Lima et al.,
FASEB J. 21; 2007). Esta se colocaliza con CD45 y F4/80 que expresa células que sugieren que estas células son
macrofagos derivados de BM. Los inhibidores de CXCR4 reducen la CNV inducida por laser. Pero no se investigd si
las células CXCR4 expresan SDF-1, también. Como se muestra con éxito en el Ejemplo 11 en la presente memoria,
el acido nucleico NOX-A12-JE40 (SEQ ID NO: 132) de union a SDF-1 como una molécula de &cido nucleico
representativa segln la presente invencién, bloquea la neovascularizacién en un modelo animal de CNV.

El modelo murino de retinopatia inducida por oxigeno es un modelo para la imitacién de la neovascularizacion de la
retina inducida por hipoxia, como se observa en RD y en DMRE, especialmente en RD y DMRE proliferativa (Smith,
Wesolowski et al., 1994). El modelo se refiere también como una retinopatia prematura ya que los bebés prematuros
que se pusieron en incubadoras en hospitales se volvieron ciegos debido a una exposicion a oxigeno demasiado
alta en las incubadoras que condujo a un crecimiento anormal de los vasos retinianos durante el tiempo en la
incubadora y que después volvieron a condiciones normoxicas. Como se describe en el Ejemplo 14, en el modelo de
raton el acido nucleico NOX-A12-JE40 (SEQ ID NO: 132) de union a SDF-1 como una molécula de acido nucleico
representativa segun la presente invencion inhibe significativamente la formacion del penacho y, por tanto, mejora la
puntuacion de retinopatia general como se observa en el dia P17 como se describe en la presente memoria.

Por otra parte, como se muestra en el Ejemplo 9, en un ensayo de cultivo de érgano de angiogénesis estandar, un
ensayo de germinacién de anillo aértico, el acido nucleico 193-G2-012-5-PEG (NOX-A12-JE40 (SEQ ID NO: 132)
de union a SDF-1 como una molécula de acido nucleico representativa segun la presente invencién bloquea SDF-1
que induce la aparicion de SDF-1.

Por tanto, los acidos nucleicos que se unen a SDF-1 como se describen en la presente memoria se pueden emplear
para fabricacion de un medicamento, en el que el medicamento es para el tratamiento de enfermedades y/o
trastornos que implican angiogénesis y/o neovascularizacién, preferiblemente neovascularizaciéon coroidea. El
modelo animal para neovascularizacién ha demostrado, que los acidos nucleicos que se unen a SDF-1 como se
describe en la presente memoria, se pueden emplear como un medicamento para el tratamiento de enfermedades
y/o trastornos que se seleccionan del grupo que comprende enfermedades de la retina, preferiblemente
degeneracion relacionada con la edad, retinopatia diabética, oclusién de la vena retiniana, edema macular y edema
retiniano.

La neovascularizacion se define preferiblemente en la presente memoria como la formacion de redes
microvasculares funcionales con perfusion de células sanguineas rojas. La neovascularizacién difiere de la
angiogénesis en que la angiogénesis se caracteriza principalmente por la protrusion y la extension de nuevos
capilares y la formacién de vasos sanguineos pre-existentes.

Inhibicién del edema vascular retiniano

En el trascurso de la degeneracion macular relacionada a la edad (DMRE), la retinopatia diabética y las oclusiones
de la vasculatura retiniana, se observa a menudo la formaciéon de un edema macular. Generalmente, un incremento
de la permeabilidad de la vasculatura local es la causa de la formacion de un edema. A menudo esta es una
consecuencia de procesos inflamatorios que cambia la arquitectura o la formacién de neovasculatura inmadura,
permeable.

La formacion de un edema macular puede conducir a un deterioro rapido de la agudeza visual porque se deteriora el
suministro de nutrientes retinianos y de otras moléculas de sefalizacién.

SDF-1 contribuye a varios factores que pueden conducir a la formaciéon de un edema. Mediante la inhibicion de la
expresion de la proteina de unidn estrecha (Butler et al., 2005), las paredes vasculares se pueden relajar. Esto
desencadena ademas la invasion de leucocitos que pueden crear un entorno pro-inflamatorio y puede estimular la
expresion de VEGF (Liang et al., 2007; Salcedo et al., 1999), que se conocia primero como “factor de permeabilidad
vascular”, porque su presencia conduce a la formacién de vasos permeables.

No estaba claro, si la inhibicion de SDF-1, por ejemplo, mediante acidos nucleicos que se unen a SDF-1 como se
describe en esta invencién, conduciria a cualquier efecto fisiolégico, como SDF-1 sélo se expresa a bajos niveles en
ojos sanos (Limay Silva et al., 2007).

Se ensay6 un acido nucleico que se une a SDF en un modelo de conejo de permeabilidad vascular retiniana
inducida por VEGF. La permeabilidad que se observé con fluorometria no era debido a la accion directa a corto
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plazo de la inyeccién de VEGF intravitrea sino mas bien por cascadas, que se desencadenan y responden mas
lentamente (Edelman et al., 2005). El acido nucleico de unién a SDF-1 reduce significativamente la permeabilidad de
una manera dependiente de la dosis.

Inhibicién de la vasculogénesis complementaria a o después de un fallo en la inhibicion de VEGF

Recientemente, Reddy et al., han demostrado que SDF-1 puede promover el crecimiento de tumores vasculares
incluso con poco VEGF presente. La ruta independiente de VEGF para la promocion de la neovasculatura (Reddy,
Zhou et al., 2008) parece ser secundaria. Interferir en la sefalizacién de SDF-1 mediante acidos nucleicos que se
unen a SDF-1 tal como los de la presente invencion puede, por tanto, ser beneficioso como un tratamiento anti-
angiogénesis. Esto puede ser especialmente ventajoso en pacientes que no responden a anti-VEGF, en pacientes
refractarios de la terapia anti-VEGF, o en terapia de combinacién con farmacos anti VEGF para todas las
indicaciones que implican angiogénesis, mas especificamente en enfermedades retinianas proliferativas, en las que
las enfermedades retinianas proliferativas se seleccionan de DMRE, RD, y oclusién de la vena retiniana, y en
cancer, tumores sélidos y metastasis preferiblemente.

Los farmacos que inhiben la funcién de VEGF incluyen pero no se limitan a Bevacizumab (Avastin), Pegaptanib
(Macugen) y Ranibizumab (Lucentis).

En la medida de lo posible, las moléculas de acido nucleico de SDF-1 descritas en la presente memoria se pueden
emplear para la fabricacién de un medicamento, en el que el medicamento es para la terapia de combinacion con un
medicamento que inhibe VEGF y/o para uso en sujetos que responden débilmente o no responden a un
medicamento que inhibe VEGF. Débilmente como se emplea en la presente memoria en relacion con la respuesta a
cualquier terapia concerniente a cualquier aspecto de la presente solicitud, significa en este contexto que no se
consigue la remision de la enfermedad.

Sindrome WHIM

El sindrome WHIM es una deficiencia autoinmune que se caracteriza a menudo por una forma truncada del receptor
CXCR4. Esto conduce a un incremento de la sensibilizacién por el ligando SDF-1 (CXCL-12) y, por tanto, a una
quimiotaxis mas fuerte. Por lo tanto, para conseguir un trafico normal de células madre es beneficioso una menor
concentracién de SDF-1 activo biolégicamente en el cuerpo con un agente bloqueante de SDF-1 similar a la
molécula de &cido nucleico segun la presente invencién o para uso un bloqueador del receptor de CXCR4 (Lagana,
Chow et al., 2008).

La separacion y/o reduccién de células similares a las células progenitoras y/o células madre, células plasmaticas de
vida larga, células B de memoria y/o células T de memoria del cuerpo, preferiblemente de la sangre, puede
realizarse mediante aféresis, clasificacion celular y citometria de flujo.

La aféresis es una tecnologia en la que la sangre de un sujeto se pasa a través de un aparato que separa un
constituyente o grupo de constituyentes particular y devuelve el resto a la circulacion. Dependiendo de las
sustancias y/o células a eliminar, se emplearon diferentes procesos en las aféresis que incluyen el cultivo de células
madre, procedimientos de absorcion y cromatografia de afinidad.

La leucoféresis es un procedimiento de laboratorio en el que células blancas sanguineas se separan de una muestra
de sangre. Esto se puede realizar para disminuir un recuento celular muy alto en individuos con cancer (leucemia) o
para eliminar células sanguineas por transfusion.

La clasificacion celular es un proceso en el que se separan poblaciones mezcladas de células en dos o mas
poblaciones como se muestra por ejemplo por citometria de flujo, preferiblemente clasificacion celular activada por
fluorescencia (FACS, de sus siglas en inglés) y clasificacion celular activada magnéticamente (FACS).

La citometria de flujo es una técnica para el recuento, examinacion, y clasificacion de particulas microscépicas
similares a distintas poblaciones de células suspendidas en una corriente de fluido. Esto permite el andlisis
multiparamétrico simultaneo de las caracteristicas fisicas y/o quimicas de células individuales a través de un aparato
de deteccion optico y/o electronico. La clasificacion de células activadas por fluorescencia es un tipo especializado
de citometria de flujo. Este proporciona un método para clasificar una mezcla heterogénea de células bioldgicas en
dos o mas recipientes, una célula en un momento, basado en la dispersion de luz especifica y en las caracteristicas
fluorescentes de cada célula. La tincién fluorescente de un particula/célula se puede realizar mediante incubacién de
las particulas/células con un tinte fluorescente que se une a las particulas/célula. Es un instrumento cientifico Util
porque proporciona rapidez, un registro objetivo y cuantitativo o sefiales fluorescentes de células individuales asi
como una separacion fisica de células de particular interés. El acrénimo FACS es un nombre comercial y propio de
Becton Dickinson. La clasificacion de células activadas por magnetismo (MACS) es una marca comercial registrada
por Miltenyi Biotec para un método para la separacion de varias poblaciones celulares dependiendo de sus
antigenos de superficie (moléculas CD). De este modo la mezcla de células a separar se incuba con perlas
magnéticas recubiertas con anticuerpos frente a un antigeno de superficie particular. Esto causa que las células
expresen este antigeno para unirse a las perlas magnéticas. Posteriormente la disolucion celular se transfiere a una
columna colocada en un campo magnético fuerte. En esta etapa, las células unidas a las perlas (que expresan el
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antigeno) permanecen en la columna, mientras que otras células (que no expresan el antigeno) fluyen a través. Con
este método, las células se pueden separar positiva 0 negativamente con respecto al antigeno o antigenos en
particular.

En otra realizacién, el medicamento comprende un agente activo farmacéuticamente. Tales otros compuestos
activos farmacéuticamente se pueden conocer por los expertos en la técnica y se seleccionan preferiblemente del
grupo que comprende quimioquina o antagonistas de citoquina, corticosteroides, y similares. Se entendera por el
experto en la técnica que dadas las distintas indicaciones que se pueden abordar de acuerdo con la presente
invencion por los &cidos nucleicos segun la presente invencion, dicho agente o agentes activos farmacéuticamente
puede ser cualquiera que en principio sea adecuado para el tratamiento y/o prevencion de tales enfermedades. Las
moléculas de acido nucleico segun la presente invencién, particularmente si se presentan o emplean como un
medicamento, se combinan preferiblemente con el factor de estimulacion de colonias de granulocitos y monocitos
(GM-CSF), Interleuquina-1 (IL-1), Interleuquina-3 (IL-3), Interleukina-8 (IL-8), PIXY-321 (proteina de fusién 3 GM-
CSF/IL-3), proteina inflamatoria de macrdéfagos (MIP), factor de células madre, trombopoyetina y oncogen
relacionado con el crecimiento, como agentes en solitario 0 en combinacion.

Alternativamente, o adicionalmente, tal otro agente activo farmacéuticamente es un acido nucleico segun la presente
invencion. Alternativamente, el medicamento comprende al menos uno 0 mas &cidos nucleicos que se unen a una
molécula diana diferente a SDF-1 o muestra una funcion que es diferente a la uno de los acidos nucleicos segun la
presente invencion.

Como sera reconocido por los expertos en la técnica los acidos nucleicos inventivos se pueden emplear realmente
en cualquier enfermedad donde se pueda administrar un antagonista de SDF-1 a un paciente que necesite de tal
antagonista y tal antagonista sea adecuado para eliminar la causa de la enfermedad o el trastorno o al menos para
reducir los efectos de la enfermedad o del trastorno. Tales efectos incluyen, pero no se limitan a, neovascularizacién
patoldgica, inflamacion y metastasis. La aplicabilidad de los acidos nucleicos segun la presente invencion en relacion
con éstas y otras enfermedades o trastornos resultantes de, entre otros, la implicacion de SDF-1 como se indic6 en
la parte introductoria de la presente memoria que se incorpora en la presente memoria por referencia con el fin de
evitar cualquier repeticién innecesaria.

En una realizacion del medicamento de la presente invencion, tal medicamento es para uso en combinacién con
otros tratamientos para cualquiera de las enfermedades descritas en la presente memoria, particularmente aquellas
para las que se emplea el medicamento de la presente invencion.

Una "terapia de combinacion" (o "coterapia") incluye la administracion de un medicamento de la invencién y al
menos un segundo agente como parte de un régimen de tratamiento especifico, destinado a proporcionar el efecto
beneficioso a partir de la accion conjunta de estos agentes terapéuticos, es decir, el medicamento de la presente
invencion y dicho segundo agente. El efecto beneficioso de la combinacion incluye, pero no se limita a, una accion
conjunta farmacocinética o farmacodindmica resultante de la combinacion de agentes terapéuticos. La
administracion de estos agentes terapéuticos en combinacién, normalmente se lleva a cabo durante un periodo de
tiempo definido (normalmente minutos, horas, dias 0 semanas dependiendo de la combinacién seleccionada).

Una "terapia de combinacion" puede intentar incluir, pero no lo hace generalmente, la administracién de dos o més
de estos agentes terapéuticos como parte de regimenes de monoterapia distintos que a proposito o arbitrariamente
dan como resultado las combinaciones de la presente invencion. Una "terapia de combinaciéon" se entiende que
incluye la administracion de estos agentes terapéuticos de una manera secuencial, es decir, en donde cada agente
terapéutico se administra en un momento diferente, asi como la administracion de estos agentes terapéuticos, o al
menos dos de los agentes terapéuticos, de una manera sustancialmente simultdnea. Una administracion
sustancialmente simultdnea se puede lograr, por ejemplo, mediante la administraciéon a un sujeto de una Unica
capsula que tiene una proporcion fija de cada agente terapéutico o en mdltiples capsulas, individuales para cada uno
de los agentes terapéuticos.

La administracién secuencial o sustancialmente simultanea de cada agente terapéutico puede efectuarse por
cualquier via apropiada que incluyen, pero no se limitan a, vias topicas, vias orales, vias intravenosas, vias
intramusculares y absorcion directa a través de tejidos de membranas mucosas. Los agentes terapéuticos se
pueden administrar por la misma via o por vias diferentes. Por ejemplo, un primer agente terapéutico de la
combinacion seleccionada, se puede administrar mediante inyeccion, mientras que los otros agentes terapéuticos de
la combinacion se pueden administrar por via topica.

Alternativamente, por ejemplo, todos los agentes terapéuticos se pueden administrar por via topica o todos los
agentes terapéuticos se pueden administrar mediante inyeccion. La secuencia con la que se administran los agentes
terapéuticos no es muy decisiva, a menos que se indique lo contrario. Una "terapia de combinacion” también puede
incluir la administracién de los agentes terapéuticos como se han descrito anteriormente, en otra combinacién con
otros ingredientes activos biolégicamente. Cuando la terapia de combinacién comprende ademas un tratamiento no
farmacoldgico, el tratamiento no farmacol6gico se puede realizar en cualquier momento adecuado, siempre que se
logre un efecto beneficioso de la accién conjunta de la combinacién de los agentes terapéuticos y el tratamiento no
farmacoldgico. Por ejemplo, en los casos apropiados, el efecto beneficioso se consigue todavia cuando el
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tratamiento no farmacoldgico se retira temporalmente de la administracion de los agentes terapéuticos, quiza
durante dias o incluso semanas.

Como se ha indicado en términos generales anteriores, el medicamento segln la presente invencion se puede
administrar, en principio, en cualquier forma conocida por los expertos en la técnica. Una ruta de administracién
preferida es la administraciéon sistémica, mas preferiblemente mediante administracion parenteral, preferiblemente
mediante inyeccion. Alternativamente, el medicamento se puede administrar localmente. Otras vias de
administracion comprenden la via intramuscular, intraperitoneal y subcutéanea, oralmente, intranasal, intratraqueal o
pulmonar, con una preferencia dada a la via de administracion que sea menos invasiva, garantizando al mismo
tiempo la eficacia.

La administracion parenteral se utiliza generalmente para las inyecciones e infusiones subcutaneas, intramusculares
o intravenosas. Ademas, un enfoque para la administracion parenteral emplea la implantaciéon de sistemas de
liberacion lenta o de liberacion sostenida, que aseguran el mantenimiento de un nivel constante de dosificacion, que
son bien conocidos por el experto habitual en la técnica.

Ademas, los medicamentos preferidos de la presente invencion se pueden administrar en forma intranasal mediante
el uso topico de vehiculos intranasales, inhalantes adecuados o mediante vias transdérmicas, usando las formas de
parches cutaneos transdérmicos bien conocidos por los expertos habituales en la técnica. Para una administracion
en forma de un sistema de suministro transdérmico, la administracién de la dosificacién sera, por supuesto, continua
en lugar de intermitente durante todo el régimen de dosificacién. Otras preparaciones topicas preferidas incluyen
cremas, pomadas, lociones, aerosoles y geles, en donde la concentracion del agente activo estara en el intervalo del
0,01% al 15%, p/p o p/v.

Ademés de la administracién directa al sujeto, los medicamentos preferidos de la presente invencion se pueden
emplear en protocolos de tratamiento ex vivo para preparar cultivos celulares que se emplean después para reponer
las células sanguineas del sujeto. El tratamiento ex vivo se puede realizar en células autélogas de sangre periférica
0 de médula ésea o a partir de aloinjertos de donantes compatibles. La concentracion de medicamentos preferidos
de la presente invencion o en combinacién con otros agentes, tal como proteina inflamatoria de macréfagos esta
dentro de los conocimientos del experto en la técnica.

Los sujetos que responden favorablemente al método de la invencién incluyen sujetos del ambito médico y
veterinario en general, incluyendo seres humanos y pacientes humanos. Entre otros sujetos para los que son Utiles
los métodos y medios de la invencién, se encuentran los gatos, perros, animales grandes, aves tales como pollos, y
similares. En general, son apropiados para la administracion del método de la invencién cualquier sujeto que se
beneficiara de la elevacién de las células progenitoras y/o células madre, deseable para el trasplante de células
madre.

Condiciones tipicas que se pueden mejorar o beneficiar de otra manera mediante el método y los medios de la
invencion incluyen trastornos hematopoyéticos, tales como anemia aplasica, leucemias, anemias inducidas por
farmacos, y déficit hematopoyéticos a partir de quimioterapia o terapia de radiacion. El método y los medios de la
invencion son también Utiles para mejorar el éxito del trasplante durante y después de tratamientos
inmunosupresivos asi como efectuar una cicatrizacion de heridas y un tratamiento de inflamacién bacteriana mas
eficaz. El método de la presente invencion es ademas Util para tratar sujetos que son inmunosuprimidos o que tienen
el sistema inmune lesionado de otra manera. Condiciones tipicas que se mejoran o se benefician de otra manera
mediante el método de la presente invencion, incluyen a los sujetos infectados con el retrovirus, y mas
especificamente que estan infectados con el virus de inmunodeficiencia humano (VIH). El método de la invencion,
por tanto, se dirige a un amplio espectro de condiciones para el aumento de células progenitoras y/o células madre
en un sujeto que se podria beneficiar o, donde seria beneficioso el cultivo de células progenitoras y/o células madre
para el posterior trasplante de células madre.

El &cido nucleico de la presente invencion, en una realizacion, se administra también para regenerar el miocardio
mediante la movilizacién de células madre de la médula ésea.

El medicamento de la presente invenciéon generalmente comprendera una cantidad eficaz del o de los componentes
activos de la terapia, que incluyen, pero no se limitan a, una molécula de acido nucleico de la presente invencion,
disuelta o dispersa en un medio aceptable farmacéuticamente. Medios o vehiculos aceptables farmacéuticamente
incluyen cualquiera y todos los disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y
antifingicos, agentes isotonicos y retardantes de la absorcién, y similares. El uso de tales medios y agentes con
sustancias activas farmacéuticas es bien conocido en la técnica. También se pueden incorporar ingredientes activos
complementarios en el medicamento de la presente invencion.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a una composicién farmacéutica. Tal composicion
farmacéutica comprende al menos uno de los acidos nucleicos segun la presente invencién y, preferiblemente, un
aglutinante aceptable farmacéuticamente. Tal aglutinante puede ser cualquier aglutinante utilizado y/o conocido en la
técnica. Méas particularmente, un aglutinante de este tipo es cualquier aglutinante como se describe en relacién con
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la preparacién del medicamento descrito en la presente memoria. En una realizacién adicional, la composicion
farmacéutica comprende un agente farmacéuticamente activo adicional.

La preparacién de un medicamento y una composicion farmacéutica sera conocida por los expertos en la técnica a
la luz de la presente descripcion. Normalmente, tales composiciones se pueden preparar como inyectables, bien
como disoluciones o como suspensiones liquidas; formas solidas adecuadas para disolucion en, o suspension en,
un liquido antes de la inyeccion; como comprimidos u otros sélidos para administracién oral; como capsulas de
liberacion sostenida; o en cualquier otra forma usada en la actualidad, incluyendo gotas para los ojos, cremas,
lociones, pomadas, inhalantes, y similares. El uso de formulaciones estériles, tales como lavados a base de solucién
salina, por parte de cirujanos, médicos o trabajadores sanitarios para el tratamiento de un area en particular en el
campo de operacion, también puede ser particularmente atil. Las composiciones también se pueden administrar
mediante un microdispositivo, una microparticula o una esponja.

Después de la formulacién, un medicamento se administrara de una manera compatible con la formulaciéon de
dosificacién, y en una cantidad tal que sea eficaz farmacolégicamente. Las formulaciones se administran facilmente
en una variedad de formas de dosificacién, tales como el tipo de disoluciones inyectables descritas anteriormente,
pero también se pueden emplear las capsulas de liberacién de farmaco, y similares.

En este contexto, la cantidad del ingrediente activo y el volumen de la composicion a administrar depende del
individuo o sujeto a tratar. Las cantidades especificas del compuesto activo requeridas para la administracion
dependen del juicio del practicante y son particulares de cada individuo.

Normalmente se utiliza un volumen minimo de un medicamento para dispersar los compuestos activos. Los
regimenes de administracion adecuados son también variables, pero se tipificaria mediante la administracién inicial
del compuesto y el control de los resultados, y proporcionando después las dosis controladas a intervalos
adicionales.

Por ejemplo, para administracion oral en la forma de una capsula o comprimido (por ejemplo, capsula de gelatina), el
componente del farmaco activo, es decir, la molécula de acido nucleico de la presente invencién y/o cualquier otro
agente activo farmacéuticamente, también referido en la presente memoria como agente o agentes terapéuticos o
compuesto o compuestos activos se pueden combinar con un vehiculo inerte oral, no tdxico, aceptable
farmacéuticamente, tal como etanol, glicerol, agua, y similares. Por otra parte, cuando se desea o0 es necesario, se
pueden incorporar también a la mezcla aglutinantes adecuados, agentes disgregantes, y agentes colorantes.
Aglutinantes adecuados incluyen almidoén, silicato de aluminio y magnesio, pasta de almiddn, gelatina, metilcelulosa,
carboximetilcelulosa sédica y/o polivinilpirrolidona, azlcares naturales tales como glucosa o beta-lactosa,
edulcorantes de maiz, gomas naturales y sintéticas tales como de acacia, tragacanto o alginato sodico,
polietilenglicol, ceras, y similares. Lubricantes empleados en estas formas de dosificacion incluyen oleato de sodio,
estearato de sodio, estearato de magnesio, benzoato de sodio, acetato de sodio, cloruro de sodio, silice, talco, su sal
de magnesio o calcio y/o polietilenglicol, y similares. Los disgregantes incluyen, sin limitacion, almidén, metilcelulosa,
agar, bentonita, almidones de goma xantana, agar, acido alginico o su sal de sodio, 0 mezclas efervescentes, y
similares. Diluyentes incluyen, por ejemplo, lactosa, dextrosa, sacarosa, manitol, sorbitol, celulosa y/o glicina.

El medicamento de la invencion se puede administrar también en tales formas de dosificacion oral como
comprimidos o capsulas de liberacion sostenida, pildoras, polvos, granulos, elixires, tinturas, suspensiones, jarabes
y emulsiones. Los supositorios se preparan ventajosamente a partir de emulsiones o suspensiones grasas.

La composicion farmacéutica o el medicamento se puede esterilizar y/o contener adyuvantes, tales como agentes
conservantes, estabilizantes, humectantes o emulsionantes, promotores de solucién, sales para regular la presion
osmética y/o tampones. Ademas, también pueden contener otras sustancias terapéuticamente valiosas. Las
composiciones se preparan de acuerdo con métodos convencionales de mezclado, granulacion o recubrimiento y
normalmente contienen aproximadamente 0,1% a 75%, preferiblemente aproximadamente 1% a 50%, del
ingrediente activo.

Las composiciones liquidas, particularmente inyectables se pueden preparar, por ejemplo, disolviendo, dispersando,
etc. El compuesto activo se disuelve o se mezcla con un disolvente farmacéuticamente puro tal como, por ejemplo,
agua, disolucion salina, dextrosa acuosa, glicerol, etanol y similares, para formar de este modo la disolucién o
suspensioén inyectable. Adicionalmente, se pueden formular formas sélidas adecuadas para disolver en liquido antes
de la inyeccion.

Para composiciones soélidas, los excipientes incluyen grados farmacéuticos de manitol, lactosa, almidon, estearato
de magnesio, sacarina sodica, talco, celulosa, glucosa, sacarosa, carbonato de magnesio, y similares. El compuesto
activo definido anteriormente, se puede formular como supositorios, empleando por ejemplo, polietilenglicoles, por
ejemplo, propilenglicol, como el vehiculo. En algunas realizaciones, los supositorios se preparan de manera
ventajosa a partir de emulsiones o suspensiones grasas.

Los medicamentos y las moléculas de acido nucleico, respectivamente, de la presente invencion también se pueden
administrar en forma de sistemas de liberacion de liposomas, tales como vesiculas unilamelares pequenas,
vesiculas unilamelares grandes y vesiculas multilamelares. Los liposomas se pueden formar a partir de una variedad

38



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2768 051 T3

de fosfolipidos, que contienen colesterol, estearilamina o fosfatidilcolinas. En algunas realizaciones, una pelicula de
componentes lipidicos se hidrata con una disolucién acuosa de farmaco para proporcionar una capa en forma de
lipidos que encapsula el farmaco, lo que es bien conocido por el experto habitual en la técnica. Por ejemplo, las
moléculas de acido nucleico descritas en la presente memoria se pueden proporcionar como un complejo con un
compuesto lipéfilo o no inmunogénico, un compuesto de alto peso molecular construido usando métodos conocidos
en la técnica. Adicionalmente, los liposomas pueden tener tales moléculas de acido nucleico en su superficie para
dirigirse a una diana y transportar agentes citotdxicos internamente para mediar en la muerte celular. Un ejemplo de
complejos asociados a acido nucleico se proporciona en el documento de Patente de EE.UU. N° 6.011.020.

Los medicamentos y las moléculas de acido nucleico, respectivamente, de la presente invencion también se pueden
acoplar con polimeros solubles como vehiculos de farmacos dirigibles. Tales polimeros pueden incluir
polivinilpirrolidona, copolimero de pirano, polihidroxipropil-metacrilamida-fenol, polidroxietilaspanamidafenol o
polietilenoxidopolilisina sustituida con restos de palmitoilo. Ademas, los medicamentos y las moléculas de &cido
nucleico, respectivamente, de la presente invencién se pueden acoplar a una clase de polimeros biodegradables
Utiles para conseguir la liberacion controlada de un farmaco, por ejemplo, acido polilactico, poli(épsilon capro-
lactona), poli(acido hidroxi-butirico), poliortoésteres, poliacetales, polidihidropiranos, policianoacrilatos y copolimeros
de bloque reticulados o anfipaticos de hidrogeles.

Si se desea, la composicion farmacéutica y el medicamento, respectivamente, que se va a administrar también
pueden contener cantidades menores de sustancias auxiliares no toxicas, tales como agentes humectantes o
emulsionantes, agentes tamponadores del pH y otras sustancias tales como, por ejemplo, acetato de sodio y oleato
de trietanolamina.

El régimen de dosificacién que emplea las moléculas de &cido nucleico y los medicamentos, respectivamente, de la
presente invencion se selecciona de acuerdo con una variedad de factores que incluyen el tipo, especie, edad, peso,
sexo y estado médico del paciente; la gravedad de la afeccién a tratar; la via de administracién; la funcién renal y
hepatica del paciente; y el aptamero o sal particular del mismo empleado. Un médico o un veterinario experto en la
materia puede determinar facilimente y prescribir la cantidad eficaz del farmaco requerido para prevenir, contrarrestar
o detener el progreso de la afeccion.

Los niveles plasmaticos eficaces del &cido nucleico de acuerdo con la presente invencion varian preferiblemente de
500 fM a 500 uM en el tratamiento de cualquiera de las enfermedades descritas en la presente memoria.

Las moléculas de &cido nucleico y los medicamentos, respectivamente, de la presente invencién se pueden
administrar preferiblemente en una dosis diaria Unica, cada dos o tres dias, de forma semanal, cada dos semanas,
en una dosis Unica mensual o cada tres meses.

Esta dentro de la presente invencion que el medicamento, tal como se describe en la presente memoria, constituye
la composicion farmacéutica descrita en la presente memoria.

También se describe un método para el tratamiento de un sujeto que necesita de tal tratamiento, en donde el
método comprende la administracion de una cantidad activa farmacéuticamente de al menos uno de los &cidos
nucleicos segun la presente invencién. En una realizacién, el sujeto padece una enfermedad o tiene riesgo de
desarrollar tal enfermedad, en donde la enfermedad es cualquiera de las descritas en la presente memoria,
particularmente cualquiera de las enfermedades descritas en relacion con el uso de cualquiera de los acidos
nucleicos segun la presente invencién para la fabricacion de un medicamento.

Tal y como se utiliza preferiblemente en la presente memoria, el término tratamiento comprende en una realizacién
preferida de forma adicional o alternativamente, prevencion y/o seguimiento.

Tal y como se utiliza preferiblemente en la presente memoria, los términos enfermedad y trastorno se utilizan de
forma intercambiable, si no se indica lo contrario.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término comprende, no esta destinado preferiblemente a limitar la
materia objeto seguida o descrita por dicho término. Sin embargo, en una realizaciéon alternativa el término
comprende se entendera en el sentido de que contiene, y por lo tanto, como limitante de la materia objeto seguida o
descrita por dicho término.

Las diversas SEQ ID NOs, la naturaleza quimica de las moléculas de acido nucleico segun la presente invencion y
las moléculas diana SDF-1 tal y como se utilizan en la presente memoria, la secuencia real de las mismas y el
namero de referencia interno, se resumen en la siguiente tabla.

Se debe tener en cuenta que los &cidos nucleicos se caracterizaron en el aptamero, es decir, a nivel de acido
nucleico D (D-ARN) con D-SDF-1 humana biotinilada (SEQ ID NO: 4) o a nivel de Spiegelmero, es decir, &cido
nucleico L (L-ARN) con la configuracion natural de SDF-1, L-SDF- 1 (SDF-1a humana, SEQ ID NO: 1). Los
diferentes acidos nucleicos comparten un nombre de referencia interna, pero una SEQ ID NO: para la molécula de
D-ARN (aptamero) y una SEQ ID NO: para la molécula de L-ARN (Spiegelmero), respectivamente.
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TABLA 1 (B)
Sec-1D ARN/Péptido Secuencia Referencia
Interna
15 L-ARN GCUGCGAAAGCGACAUGUCAAUGAAAGGUAGCCGCAGC 192-D10
(SPIEGELMERD)
16 L-ARN GCUGUGAAAGCAACAUGUCAAUGAAAGGUAGCCACAGC 192-E9
{SPIEGELMERD)
17 L-ARM GCUGUGAAAGUAACAUGUCAAUGAAAGGUAGCCGCAGC 142-H9
(SPIEGELMERO)
18 L-ARN AGCGUGAAAGUAACACGUAAAAUGAAAGGUAACCACGCU 191-A6
(SPIEGELMERD)
19 L-ARN AAAGYRACAHGUMAAX, UGAAAGGUARC; X, = A o ausente | Férmula-1
(SPIEGELMERQO) Tipo A
20 L-ARN AAAGYRACAHGUMAAUGAAAGGUARC Farmula-2
{SPIEGELMERO) Tipo A
i | L-ARN AAAGYRACAHGUMAAAUGAAAGGUARC Formula-3
{SPIEGELMERQ) Tipo A
22 L-ARN AAAGYAACAHGUCAAUGAAAGGUARC Eérmula-4
(SPIEGELMERO) Tipo A
23 | LaRN RSHRYR Formula-6-5
(SP'EGE LM EROJ '|'|p|:| -
24 | L-ARN YRYDSY Férmula-5-3'
(SPIEGELM ERO) Tipo A
25 L-ARN CUGUGAAAGCAACAUGUCAAUGAAAGGUAGCCGCAG 192-
(SPIEGELMERO) A10-002
26 L-ARN UGUGAAAGCAACAUGUCAAUGAAAGGUAGCCGCA 192-
(SPIEGELMERO) A10-003
27 L-ABRN GUGAAAGCAACAUGUCAAUGAAAGGUAGCCGC 192-
(SPIEGELMERO) AT0-004
28 L-ARN UGAAAGCAACAUGUCAAUGAAAGGUAGCCG 192-
(SPIEGELMERDO) A10-005
29 L-ARM GAAAGCAACAUGUCAAUGAAAGGUAGCC 192-
(SPIEGELMERO) A10-006
30 L-ARMN AAAGCAACAUGUCAAUGAAAGGUAGC 192-
(SPIEGELMERQ) Pl
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TABLA 1 (&)
o s , Referencia
Sec-lD | ARN/Peéptido ecuencia Interna
as L-ARN GAGAUAGEGEUUAGGGCUUAAAGUCGGCUGAUUCUC 190-A3-004
(SPIEGELMERO)
95 L-ARN GEGEUUAGGGECUUAAAGUCGECUGALUCU 190-A3-007
(SPIEGELMERO)
a7 L-ARN GCGUGGCGAGGUUAGGGCUAGAAGUCEBUCGACACET 191-D5-002
{SPIEGELMERQ)
95 L-ARN CGUGGCGAGGUUAGGGCUAGAAGUCGGUCGACACG 191-D5-003
(SPIEGELMERO)
a9g L-ARN CGGGCEAGGUUAGGGCUAGAAGUCGGBUCREACCE 191-D5-004
{SPIEGELMERD)
100 | L.ARN CGGGCEAGGUUAGGECUAGAAGUCGEUCECCCG 191-D5-005
(SPIEGELMERO)
101 | LLARN CGECGAGGUUAGGGECUAGAAGUCGEUCGCCG 191-D5-006
(SPIEGELMERO)
102 | L-ARN COGEAGGUUAGGGCUAGAAGUCGEUCCCE 191-D5-007
(SPIEGELMERO)
103 | LARN GEGAGGUUAGGGCUAGAAGUCGGUCCC 191-D5-010
{SPIEGELMERO)
14 | L-ARN CCGCGGUUAGGGCUAGAAGUCGGGCGE 191-D5-017
{SPIEGELMERO)
105 | L-ARN CCCGGGUUAGGGCUAGAAGUCGGCGEGE 191-D5-029
(SPIEGELMERO)
106 |L-ARN GGECGGEUUAGGECUAGAAGUCGGCELC 191-D5-024
(SPIEGELMERD)
107 | L-ARN CCCGCGGUUAGGGCUAGAAGUCGGGCGEE 191-
{SPIEGELMERQ) D5-017-29a
108 | L-ARN GCCGCGGUUAGGGCUAGAAGUCGGGLGGE 191-
(SPIEGELMERO) D5-017-29b
108 | L-ARN CCCCEGEUUAGGGCUAGAAGUCGGCEEEE 191-
(SPIEGELMERO) D5-019-29a
110 | L-ARN CGGECGEEUUAGGECUAGAAGUCGGCECCG 191-
(SPIEGELMERO) D5-024-29a
11 |L-ARN GEGCGEGUUAGGECUAGAAGUCGECGOCT 191-
(SPIEGELMERO) D5-024-29b
TABLA 1 (H)
Sec.ID | ARN/Péptido Secuencia Referencia
Interna -
112 | L-ARN UGCUGCEEGEEUUAGGGCUAGAAGUCGECCUGCAGCA | 197-82.001
{SPIEGELMERO)
13 L-ARN GCUGCGGGEGUUAGEGCUAGAAGUCGGCCUGCAGT 197-B2-002
(SPIEGELMERQ)
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{eontinuacion)
Sec.D | ARN/Péptido Secuencia R"‘I’:':::::"“
114 L-ARN CUGGGEGEGEEUUAGGGCUAGAAGUCGGCCUGCAG 197-82-003
(SFIEGELMERC)
M5 L-ARMN UGCGEEEGUUAGGGCUAGAAGUCGGCCUGCA 197-B2-004
(SPIEGELMERC)
16 L-ARN GCGGGGEUUAGGGCUAGAAGUCGGCCUGT 197-B2-005
(SPIEGELMEROQ)
117 L-ARN GCCGGGGEUUAGGECUAGAAGUCGGCCGGE 197-82-006
(SPIEGELMERQ)
118 L-ARMN GGLCGGGEUUAGGGCUAGAAGUCGGCCGGCC 197-
(SPIEGELMERC) B2006-31a
119 L-ARN CGCCGGGEEUUAGGECUAGAAGUCGGCCGGCG 197-
(SPIEGELMERD) B2-006-31b
120 L-ARN RESBUSNVGR Férmula 5.5
(SPIEGELMERD) Tipo G
121 | LARN YYNRCASSMY b i
(SPIEGELMERO) Tipo C
122 | | ARN RKSBUGSVGR LI
armula &-
[(SPIEGELMERC) Tipo C
123 | LARN YCNRCASSMY Férmula 6-3'
[SPIEGELMERC) Tipo
124 L-ARN XSS5V, X, =5 o ausente . .
(SPIEGELMERO) Fnr;_?: :LEC?-S
125 L-ARMN BS55X, *. =50 ausente Férmiila 7-3'
(SPIEGELMERD) Tipo C°
126 L-ARN SGGSY Formula 8-5'
ISPIEGELMERQO) Tipe
127 L-ARN YSCCS Farmula 8-3'
(SPIEGELMEROQ) Mipo C
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TABLA 1 (K)
Sec.-D ARN/Péptido Secuancia Referencia
Interna
154 D-ARM (APTAMERD) GCUAUGAAAGUAACAUGUCAAUGAAAGGUAACCAUAGC 192-H11
155 D-ARN (APTAMERO) | GCUGCGAAAGCGACAUGUCAAUGAAAGGUAGCCGCAGC 192-D10
156 D-ARN (APTAMERD) | GCUGUGAAAGCAACAUGUCAAUGAAAGGUAGCCACAGC 192-E9
157 D-ARN (APTAMERQ) | GCUGUGAAAGUAACAUGUCAAUGAAAGGUAGCCGCAGC 192-H9
158 D-ARN (APTAMERQ) | AGCGUGAAAGUAACACGUAAAAUGAAAGGUAACCACGCU 191-A6
159 D-ARN (APTAMERO) | CUGUGAAAGCAACAUGUCAAUGAAAGGUAGCCGCAG 192-A10-002
160 D-ARN (APTAMERD) UGUGAAAGCAACAUGUCAAUGAAAGGUAGCCGCA 192-A10-003
161 D-ARM (APTAMERD) GUGAAAGCAACAUGUCAAUGAAAGGUAGCCGC 192-A10-004
162 D-ARM (APTAMERD) UGAAAGCAACAUGUCAAUGAAAGGUAGCCG 192-A10-005
163 D-ARM (APTAMEROD) GAAAGCAACAUGUCAAUGAAAGGUAGCC 192-A10-006
164 D-ARM (APTAMERO) | AAAGCAACAUGUCAAUGAAAGGUAGC 192-A10-007
165 D-ARM (APTAMERD) GCGUGAAAGCAACAUGUCAAUGAAAGGUAGCCGCGC 192-A10-008
166 D-ARN (APTAMERO) | GCGCGAAAGCAACAUGUCAAUGAAAGGUAGCCGCGC 192-A10-015
167 D-ARM (APTAMERCD) GCGGAAAGCAACAUGUCAAUGAAAGGUAGCCCGC 192-A10-014
168 D-ARN (APTAMEROQ) | CGUGAAAGCAACAUGUCAAUGAAAGGUAGCCGCG 192-A10-016
169 D-ARMN (APTAMERO) GCGCAAAGCAACAUGUCAAUGAAAGGUAGCGUGC 192-A10-017
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TABLA 1 ({0)
Sec.-D | ARN/Péptide Secuencia Refencla Interna
215 D-ARN (APTAMERO) CGGGCGAGGUUAGGGCUAGAAGUCGGUCGACCG 191-D5-004
216 D-ARN (APTAMERQ) CGGGCGAGGUUAGGGCUAGAAGUCGGUCGCCCG 191-D5-D05
217 2 CGGCGAGGUUAGGGCUAGAAGUCGGUCGCCG 191-D5-D06
D-ARN (APTAMERD)

218 ; CGGGAGGUUAGGGCUAGAAGUCGGUCCCG 191-D5-D07
D-ARN (APTAMERD)

219 i GGGAGGUUAGGGCUAGAAGUCGGUCCC 191-D5-010
D-ARN (APTAMERQO)

220 > CCGCGGUUAGGGCUAGAAGUCGGGCGG 191-D5-017
D-ARN (APTAMERD)

221 D-ARN (APTAMERO) CCCGGGUUAGGGCUAGAAGUCGGCGGG 191-D5-029

222 ; GGCGGGUUAGGGCUAGAAGUCGGCGCC 191-D5-024
D-ARN (APTAMERD)

223 : CCCGCGGUUAGGGCUAGAAGUCGGGLGGE 191-D5-017-20a
D-ARMN (APTAMERD)

224 D-ARN (APTAMERQ) GCCGCGGUUAGGGCUAGAAGUCGGGCGGT 191-D5-017-280b
225 D-ARN (APTAMERQ) CCCCGGGUUAGGGCUAGAAGUCGGCGGGG 191-D5-019-293
226 D-ARN (APTAMERD) CGGCGGGUUAGGGCUAGAAGUCGGCGCCG 191-D5-024-293
227 . GGGCGGGUUAGGGCUAGAAGUCGGCGCCC 191-D5-024-29h

D-ARN (APTAMEROD)
228 UGCUGCGGGGGUUAGGGCUAGAAGUCGGCCUGCAGCA 197-B2-001

D-ARN (APTAMERO)
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La presente invencion se ilustra adicionalmente con las figuras, los ejemplos y la lista de secuencias a partir de las
cuales pueden tomarse otras caracteristicas, realizaciones y ventajas, en donde

Fig. 1: muestra un alineamiento de secuencias de ligandos de ARN relacionados que se unen a SDF-1 humana que
indica el motivo de secuencia ("Tipo A") que, en una realizacién preferida, es completamente esencial para unirse a
SDF-1 humana;

Fig. 2A: muestra derivados del ligando de ARN 192-A10-001, (ligandos de ARN de SDF-1 humana con motivo de
secuencia "Tipo A");

Fig. 2B: muestra derivados del ligando de ARN 192-A10-001 (ligandos de ARN de SDF-1 humana con motivo de
secuencia “Tipo A”);

Fig. 3: muestra un alineamiento de secuencias de ligandos de ARN relacionados que se unen a SDF-1 humana que
indica el motivo de secuencia ("Tipo B") que, en una realizacién preferida, es completamente esencial para unirse a
SDF-1 humana;

Fig. 4A: muestra derivados de ligandos de ARN 193-C2-001 y 193-G2-001 (ligandos de ARN de a SDF-1 humana
con motivo de secuencia “Tipo B”);

Fig. 4B: muestra derivados del ligando de ARN 193-C2-001 y 193-G2-001 (ligandos de ARN que se unen a SDF-1
humana con motivo de secuencia “Tipo B”);

Fig. 5: muestra un alineamiento de secuencias relacionados con los ligando de ARN que se unen a SDF-1 que
indican la secuencia motivo "Tipo C" que es una realizacién preferida que es completamente esencial para unirse a
SDF-1 humana;

Fig. 6: muestra derivados del ligando de ARN 190-A3-001 (ligandos de ARN de SDF-1 humana con motivo de
secuencia “Tipo C”);

Fig. 7A: muestra derivados del ligando de ARN 190-D5-001 (ligandos de ARN de SDF-1 humana con motivo de
secuencia “Tipo C”);

Fig. 7B: muestra derivados del ligando de ARN 190-D5-001 (ligandos de ARN de SDF-1 humana con motivo de
secuencia “Tipo C”);

Fig. 8: muestra derivados del ligando de ARN 197-B2 (ligandos de ARN de SDF-1 humana con motivo de secuencia
“Tipo C”);

Fig. 9: muestra otros ligandos de ARN que se unen a la SDF-1 humana;

Fig. 10: muestra la quimiotaxis inducida por SDF-1 humana de células de leucemia de células T humanas de Jurkat,
en la que, después de 3 horas de migracién de las células de leucemia de células T humanas de Jurkat hacia
diversas concentraciones de SDF-1 humana, se obtiene una curva de dosis-respuesta para la SDF-1 humana, y se
representa como una sefal de fluorescencia frente a la concentracién de SDF-1 humana;

Fig. 11: muestra el resultado de un analisis de unién del aptamero de union a la SDF-1 humana 192-A10-001 a la D-
SDF-1 humana biotinilada a 37 °C, representado como la unién del aptamero frente a la concentracién de D-SDF-1
humana biotinilada;

Fig. 12: muestra la eficacia del Spiegelmero de unién a la SDF-1 humana 192-A10-001 en un ensayo de quimiotaxis;
las células se dejaron migrar hacia SDF-1 humana 0,3 nM preincubada a 37 °C con diversas cantidades del
Spiegelmero 192-A10-001, y se representa como el porcentaje de control frente a la concentracion del Spiegelmero
192-A10-001;

Fig. 13: muestra el resultado de un analisis de unién competitiva de los aptameros de unién a la SDF-1 humana 192-
A10-001, 192-F10-001, 192-C9-001, 192-E10-001, 192-C10-001, 192-D11-001, 192-G11-001, 192-H11-001, 192-
D10-001, 192-E9-001 y 192-H9-001 a la D-SDF-1 humana biotinilada a 37 °C, y se representa como la union del
aptamero marcado 192-A10-001 (empleado como referencia que es desplazado por los aptameros no marcados) a 1
nM y 5 nM de los aptdmeros no marcados 192-A10-001, 192-F10-001, 192-C9-001, 192-E10-001, 192-C10-001,
192-D11-001, 192-G11-001, 192-H11-001, 192-D10-001, 192-E9-001 y 192-H9-001;

Fig. 14: muestra el resultado de un analisis de unién del aptamero de unién a la SDF-1 humana 192-A10-008 a la D-
SDF-1 humana biotinilada a 37 °C, y se representa como la unién del aptamero frente a la concentracion de D-SDF-
1 humana biotinilada;

Fig. 15: muestra un sensograma Biacore 2000 que indica el valor de Ko del Spiegelmero de uniéon a SDF-1 humana
192-A10-008 que se une a la SDF-1 humana que ha sido inmovilizada sobre un chip detector PioneerF1 mediante
un procedimiento de acoplamiento de amina, y se representa como la respuesta (RU) frente al tiempo, y también se

56



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2768 051 T3

enumeran las constantes de activacién (Kon) y de desactivacion (Koi) y los valores de Ko de los Spiegelmeros 192-
A10-008 y 192-A10-001;

Fig. 16: muestra la eficacia del Spiegelmero de unién a la SDF-1 192-A10-008 en un ensayo de quimiotaxis; las
células se dejaron migrar hacia SDF-1 humana 0,3 nM preincubada a 37 °C con diversas cantidades del
Spiegelmero 192-A10-008, y se representa como el porcentaje de control frente a la concentracion del Spiegelmero
192-A10-008;

Fig. 17: muestra un sensograma Biacore 2000 que indica el valor de Ko del Spiegelmero 193-G2-01 que se une a la
SDF-1 humana que ha sido inmovilizada sobre un chip detector PioneerF1 mediante un procedimiento de
acoplamiento de amina, y se representa como la respuesta (RU) frente al tiempo, y también se enumeran las
constantes de activacién y de desactivacion y los valores de Ko de los Spiegelmeros 193-G2-001 y 193-C2-001;

Fig. 18: muestra el resultado de un andlisis de unién del aptamero de unién a la SDF-1 humana 193-G2-012 a la D-
SDF-1 humana biotinilada a 37 °C, y se representa como la unién del aptamero frente a la concentracion de D-SDF-
1 humana biotinilada;

Fig. 19: muestra el resultado de un analisis de unidon competitiva de los aptameros de unién a la SDF-1 humana 190-
A3-001, 190-A3-003, 190-A3-004, 190-A3-007, 191-D5-001, 191-D5-002, 191-D5-003, 191-D5-004, 191-D5-005,
191-D5-006 y 191-D5-007 a la D-SDF-1 humana biotinilada a 37 °C, y se representa como la unién del aptamero
marcado 190-A3-001 o0 191-D5-001 (empleado como referencia que es desplazado por los aptameros no marcados)
a 500 nM, 50 nM y 10 nM de los aptameros no marcados 190-A3-001, 190-A3-003, 190-A3-004, 190-A3-007, 191-
D5-001, 191-D5-002, 191-D5-003, 191-D5-004, 191-D5-005, 191-D5-006 y 191-D5-007;

Fig. 20: muestra el resultado de un analisis de union de los aptameros de unién a la SDF-1 humana 190-A3-004 y
191-D5-007 a la D-SDF-1 humana biotinilada a 37 °C, y se representa como la uniéon del aptamero frente a la
concentracién de D-SDF-1 humana biotinilada;

Fig. 21: muestra un sensograma Biacore 2000 que indica el valor de Kp del Spiegelmero 191-D5-007 que se une a la
SDF-1 humana que ha sido inmovilizada sobre un chip detector PioneerF1 mediante un procedimiento de
acoplamiento de amina, y se representa como la respuesta (RU) frente al tiempo, y también se enumeran las
constantes de activacion y de desactivacion y los valores de Ko de los spiegelmeros 191-D5-001, 191-D5-007, 190-
A3-003y 197-B2;

Fig. 22: muestra la eficacia del Spiegelmero de unién a la SDF-1 190-A3-004 en un ensayo de quimiotaxis; las
células se dejaron migrar hacia SDF-1 humana 0,3 nM preincubada a 37 °C con diversas cantidades del
Spiegelmero 190-A3-004, y se representa como el porcentaje del control frente a la concentracion del Spiegelmero
190-A3-004;

Fig 23A: muestra la eficacia de los Spiegelmeros de unién a la SDF-1 193-G2-012-5’-PEG, 197-B2-006-5-PEG, 191-
D5-007-5-PEG y 191-A10-008-5-PEG en un ensayo de quimiotaxis; las células se dejaron migrar hacia SDF-1
humana 0,3 nM preincubada a 37°C con diversas cantidades de los Spiegelmeros 193-G2-012-5-PEG, 197-B2-006-
5'-PEG, 191-D5-007-5-PEG y 191-A10-008-5-PEG, y se representa como el porcentaje del control frente a la
concentracién de los Spiegelmeros 193-G2-012-5'-PEG, 197-B2-006-5’-PEG, 191-D5-007-5-PEG y 191-A10-008-5'-
PEG;

Fig. 23B: muestra la eficacia de los Spiegelmeros de unién a la SDF-1 197-B2-006-5-PEG y 197-B2-006-31b-5-
PEG en un ensayo de quimiotaxis; las células se dejaron migrar hacia SDF-1 humana 0,3 nM preincubada a 37 °C
con diversas cantidades de los Spiegelmeros 197-B2-006-5-PEG y 197-B2-006-31b-5’-PEG, y se representa como
el porcentaje del control frente a la concentracion de los Spiegelmeros 197-B2-006-5'-PEG y 197-B2-006-31b-5-
PEG;

Fig. 24A: muestra un sensograma Biacore 2000 que indica el valor de Ko de los Spiegelmeros 193-G2-012-5'-PEG,
191-A10-008-5-PEG y 191-A10-001-5-PEG que se unen a la SDF-1 humana que ha sido inmovilizada sobre un
chip detector PioneerF1 mediante un procedimiento de acoplamiento de amina, y se representa como la respuesta
(RU) frente al tiempo;

Fig. 24B: muestra un sensograma Biacore 2000 que indica el valor de Kb de los Spiegelmeros 197-B2-006-5-PEG,
197-B2-006-31b-5’-PEG y 191-D5-007-5-PEG que se unen a la SDF-1 humana que ha sido inmovilizada sobre un
chip detector PioneerF1 mediante un procedimiento de acoplamiento de amina, y se representa como la respuesta
(RU) frente al tiempo;

Fig. 25A: muestra la eficacia de los Spiegelmeros de union a la SDF-1 192-A10-001, 192-A10-001-5-HES130 y 192-
A10-001-5-HES100 en un ensayo de quimiotaxis; las células se dejaron migrar hacia SDF-1 humana 0,3 nM
preincubada a 37°C con diversas cantidades de los Spiegelmeros 192-A10-001, 192-A10-001-5-HES130 y 192-A10-
001-5-HES100, y se representa como el porcentaje del control frente a la concentracion de los Spiegelmeros 192-
A10-001, 192-A10-001-5’-HES130 y 192-A10-001-5-HES100;
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Fig. 25B: muestra la eficacia de los Spiegelmeros de union a la SDF-1 192-A10-001, 192-A10-001-5’-PEG30 y 192-
A10-001-5-PEG40 en un ensayo de quimiotaxis; las células se dejaron migrar hacia SDF-1 humana 0,3 nM
preincubada a 37 °C con diversas cantidades de los Spiegelmeros 192-A10-001, 192-A10-001-5-PEG30 y 192-A10-
001-5-PEG40, y se representa como el porcentaje del control frente a la concentracion de los Spiegelmeros 192-
A10-001, 192-A10-001-5’-PEG30 y 192-A10-001-5’-PEG40;

Fig. 26: muestra la ineficacia de un Spiegelmero control en un ensayo de quimiotaxis; las células se dejaron migrar
hacia SDF-1 humana o murina 0,3 nM preincubada a 37 °C con diversas cantidades de Spiegelmero control, y se
representa como el porcentaje del control frente a la concentracion del Spiegelmero control;

Fig. 27: muestra la quimiotaxis inducida por SDF-1 murina de células de leucemia de células T humanas de Jurkat,
en la que, después de 3 horas de migracién de las células de leucemia de células T humanas de Jurkat hacia
diversas concentraciones de SDF-1, se obtiene una curva de dosis-respuesta para la SDF-1, y se representa como
una sefal de fluorescencia;

Fig. 28: muestra la eficacia de los Spiegelmeros de unién a la SDF-1 192-A10-001 y 191-D5-007-5-PEG en un
ensayo de quimiotaxis; las células se dejaron migrar hacia SDF-1 murina 0,3 nM preincubada a 37 °C con diversas
cantidades de los Spiegelmeros 192-A10-001 y 191-D5-007-5'PEG, y se representa como el porcentaje del control
frente a la concentracion de los Spiegelmeros 192-A10-001 y 191-D5-007-5'-PEG;

Fig. 29: muestra la eficacia del Spiegelmero de unién a la SDF-1 192-A10-001 en un ensayo de unién al receptor
CXCR4 empleando ['?5J]-SDF-1a que habia sido preincubada a 37 °C con diversas cantidades del Spiegelmero 192-
A10-001, y la ['?%J]-SDF-1a unida especificamente se represent6 frente a la concentracion del Spiegelmero 192-
A10-001;y

Fig. 30: muestra la inhibicién de la estimulacion de MAP-quinasa de células que expresan CXCR4 con SDF-1a
humana 1 nM mediante el Spiegelmero de unién a SDF-1 humana 192-A10-001;

Fig. 31: muestra la inhibicién de la germinacion inducida por SDF-1 por el Spiegelmero de unién a SDF-1 humana
193-G2-012-5’-PEG y por un Spiegelmero control PEGilado en un ensayo de germinacion del anillo aértico, en el
que anillos de aorta de rata se incorporan en una matriz de colageno y se incuban durante 6 dias con SDF-1 con o
sin Spiegelmeros (a: control; b: SDF-1 10 nM; c: SDF-1 10 nM + Spiegelmero de unién a SDF-1 humana 193-G2-
012-5-PEG 1 uM; d: SDF-1 10 nM + Spiegelmero control PEGilado 1 pM);

Fig. 32: muestra la inhibicién de la germinacion inducida por SDF-1 por el Spiegelmero de unién a SDF-1 humana
193-G2-012-5-PEG y por un Spiegelmero control PEGilado en un ensayo de germinacion del anillo aértico, en el
que los indices de germinacion se muestran como promedio +/- DE (desviacién estandar) para 5 anillos por
condicion (*: el valor de SDF-1 es significativamente diferente del control (ensayo de Mann-Whitney; p= 0,009); **: el
valor para SDF-1 + Spiegelmero de unién a SDF-1 humana 193-G2-012-5’-PEG es significativamente diferente del
valor para SDF-1 (ensayo de Mann-Whitney; p= 0,028);

Fig. 33: muestra una representacion esquematica de un tratamiento animal y métodos aplicados para generar datos
de liberacion de células madre segun el Ejemplo 10;

Fig. 34: muestra el nimero absoluto de células CD117+ y Ly-6 A/E+ (células madre hematopoyéticas/células
progenitoras hematopoyéticas) por microlitro de plasma liberado después de 1 a 48 horas después de una inyeccion
de NOX-A12-JE40, NOX-A12-NO30, revNOX-A12-JE40 (Spiegelmero control), AMD3100, G-CSF (Neupogen) o
vehiculo (glucosa 5%); las graficas muestran valores medios y desviacion estandar;

Fig. 35: muestra las unidades formadoras de colonias por yL de sangre de ratones C57BL/6 después de 6 horas
para derivados de NOX-A12, y AMD3100, o 48 horas después para G-CSF (Neupogen) y la inyeccion del vehiculo
como se indica en la leyenda; el diagrama muestra los valores de la media y la desviacién estandar de 5 ratones
(cada uno por triplicado);

Fig. 36: muestra los resultados de un estudio de neovascularizacion coroidea inducida por laser en ratones, en la
que NOX-A12-JE40 reduce el area de neovascularizacion en el ojo tratado con NOX-A12-JE40 en comparacion
directa con el area en el ojo tratado con el vehiculo (disoluciéon de Ringer) del mismo animal (diagrama izquierdo);
las areas neovasculares medias de las lesiones individuales en los ojos de ratones tratados con NOX-A12-JE40 y el
vehiculo después de la lesion por laser se muestran en el diagrama de la derecha;

Fig. 37: muestra los resultados del tratamiento repetido en ratones sanos y ratones diabéticos y sin uninefrectomia
con el vehiculo, NOX-A12-JE40, revNOX-A12-JE40 (Spielgemero control) en el que NOX-A12-JE40 mejora las
puntuaciones de glomeruloesclerosis;

Fig. 38: muestra los resultados de un modelo animal para filtracién vascular retiniana después de la induccion por
VEGF administrada intravitrealmente de los animales con diferentes concentraciones del Spielgemero de unién a
SDF-1 NOX-A12-JE40, el vehiculo o Kenacort retart; en este modelo, la permeabilidad de la vasculatura retiniana se
midié mediante fotometria de fluorescencia 48 horas después de la inyeccion intravitrea de VEGF;
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Fig. 39: muestra las puntuaciones de retinopatia (ojo tratado con el vehiculo [eje-x] frente al ojo tratado con
Spielgemero NOX-A12-JE40 [eje-y]) de ratones individuales en un modelo murino de retinopatia inducida por
oxigeno que es un modelo para imitar la neovascularizaciéon de la retina inducida por hipoxia, como se observa en
retinopatia diabética o DMRE;

Fig. 40: muestra los p valores para las diferencias estadisticas entre el ojo tratado con el Spielgemero NOX-A12-
JE40 y el vehiculo para los parametros medidos individualmente de la retinopatia y de la puntuacion de la retinopatia
como medida en el modelo murino de retinopatia inducida por oxigeno que es el modelo para imitar la
neovascularizacién de la retina inducida por hipoxia, como se observa en retinopatia diabética o DMRE; los valores
p se determinaron empleando el ensayo de clasificacién de Wilcoxon;

Fig. 41: muestra el recuento de células sanguineas blancas después de la administracion intravenosa de 13,4 mg de
acido nucleico NOX-A12-JE40 de unién a SDF-1 (calculado en relacién a la parte de oligo), en el que se registr6 sélo
un punto de tiempo después de la administracién del vehiculo (glucosa 5%) ya que se asume que es constante; sin
embargo, NOX-A12-JE40 moviliza una cantidad razonable de células blancas sanguineas de una manera reversible;

Fig. 42: muestra un resumen de indicaciones para trasplantes de células madre hematopoyéticas alogénicas
(abreviado HSCT, de sus siglas en inglés) y el nimero de pacientes en Europa (Gratwohl, Baldomero et al., 2002);

Fig. 43: muestra un resumen de indicaciones para trasplantes de células madre hematopoyéticas autdlogas
(abreviado HSCT) y el nimero de pacientes en Europa (Gratwohl, Baldomero et al., 2002).

Ejemplos
Ejemplo 1: Acidos nucleicos que se unen a SDF-1 humana

Empleando la D-SDF-1 humana biotinilada como diana, pueden generarse varios acidos nucleicos que se unen a la
SDF-1 humana, cuyas secuencias de nucleotidos se muestran en las Figuras 1 a 9. Los acidos nucleicos se
caracterizaron con el aptamero, es decir, al nivel de acido nucleico-D con la D-SDF-1 humana biotinilada o al nivel
de Spiegelmero, es decir, el acido nucleico-L con la configuracién natural de la SDF-1 (L-SDF-1).

Los aptameros se analizaron con la D-SDF-1 humana biotinilada empleando ensayos de unién pull-down directos o
competitivos con D-SDF-1 humana biotinilada (Ejemplo 4). Los Spiegelmeros se ensayaron con la configuracion
natural de la SDF-1 (L-SDF-1) mediante una mediciéon de resonancia de plasmoén de superficie empleando un
instrumento Biacore 2000 (Ejemplo 6) y un ensayo de quimiotaxis de cultivo celular in vitro (Ejemplo 5).

Las moléculas de &cidos nucleicos generadas de este modo muestran diferentes motivos de secuencia y se definen
tres tipos principales en las Figuras 1, 2A 'y 2B (Tipo A), Figuras 3, 4A y 4B (Tipo B), Figuras 5, 6, 7A, 7By 8 (Tipo
C). Para la definicion de los motivos de secuencias de nucleétidos se emplearon las abreviaturas de la IUPAC para
nucleétidos ambiguos:

S fuerte GoC;

W débil Ao U;

R purina GoA;

Y pirimidina CoU;

K ceto GoU,

M imino AoC;

B no A CoUoG;
D no C AoGoU;
H no G AoCoU;
\ no U AoCoG;
N todos AoGoCoU

Si no se indica lo contrario, cualquier secuencia de acido nucleico o secuencia de tramos y cajas, respectivamente,
se indica en la direccion 5’ — 3'.

1.1 Acidos nucleicos de unién a SDF-1 de tipo A
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Como se muestra en la Figura 1, todas las secuencias de los acidos nucleicos de uniéon a SDF-1 de Tipo A
comprenden una secuencia de nucleétidos central que esta flanqueada por tramos 5’- y 3’-terminales que pueden
hibridarse entre si. Sin embargo, esta hibridacién no se produce necesariamente en la molécula.

Los acidos nucleicos se caracterizaron al nivel del aptamero empleando ensayos de pull-down competitivos y
directos con D-SDF-1 humana biotinilada para clasificarlos con respecto a su comportamiento de unién (Ejemplo 4).
Las secuencias seleccionadas se sintetizaron como Spiegelmeros (Ejemplo 3) y se ensayaron empleando la
configuracién natural de la SDF-1 (L-SDF) en un ensayo de quimiotaxis de cultivo celular in vitro (Ejemplo 5) y
mediante una medicion de resonancia de plasmoén de superficie empleando un instrumento Biacore 2000 (Ejemplo
6).

Las secuencias de las cajas o tramos definidos pueden ser diferentes entre los acidos nucleicos de uniéon a SDF-1
de Tipo A, lo cual influye en la afinidad de unién con la SDF-1. Basandose en el analisis de la unidn de los diferentes
acidos nucleicos de union a SDF-1, resumidos como &cidos nucleicos de unién a SDF-1 de tipo A, la secuencia de
nucleétidos central y sus secuencias de nucleétidos, tal como se describen a continuacién, son individuales y mas
preferiblemente fundamentales en su totalidad para la uniéon a SDF-1:

La secuencia de nucleétidos central de todas las secuencias identificadas de los acidos nucleicos de unién a SDF-1
de tipo A comparten la secuencia AAAGYRACAHGUMAAXAUGAAAGGUARC]| (Férmula 1 de Tipo A), en la que Xa
esta ausente o es ‘A’. Si ‘A’ estd ausente, la secuencia de nucleétidos central puede resumirse como Férmula 2 de
Tipo A (AAAGYRACAHGMAAUGAAAGGUARC). El 4cido nucleico de unién a SDF-1 de Tipo A 191-A6 (secuencia
de nucledtidos central: AAAGUAACACGUAAAAUGAAAGGUAAC) que porta el nucleétido adicional ‘A’ dentro de la
secuencia de nucledtidos central y que sigue uniéndose a la SDF-1 permite considerar una secuencia de nucleétidos
central alternativa (AAAGYRACAHGUMAAAUGAAAGGUARC], Férmula 3 de Tipo A). Como ejemplo de todos los
demas acidos nucleicos de los acidos nucleicos de unién a SDF-1 de Tipo A, se caracterizé el acido nucleico de
unién a SDF-1 de Tipo A 192-A10-001 por su afinidad de union a la SDF-1 humana. La constante de unién en
equilibrio Ko se determin6 empleando el ensayo de union de pull-down (Ko = 1,5 nM, Fig. 11) y mediante una
medicién de resonancia de plasmoén de superficie (Ko = 1,0 nM, Fig. 15). Se midié una ICso (concentracién inhibidora
del 50%) de 0,12 nM para 192-A10-001 empleando un ensayo de quimiotaxis de cultivo celular in vitro (Fig. 12). Por
consiguiente, todos los acidos nucleicos de uniéon a SDF-1 de Tipo A, segun se muestra en la Figura 1, se analizaron
en un ensayo de unién de pull-down competitivo frente a 192-A10-001 (Figura 13; no todos los acidos nucleicos de
unién a SDF-1 de Tipo A ensayados se muestran en la Fig. 13). Los acidos nucleicos de unién a SDF-1 de tipo A
192-B11 y 192-C10 muestran unas afinidades de union iguales a la de 192-A10-001 en estos experimentos de
competicién. Se determind una afinidad de union mas débil para los acidos nucleicos de unién a SDF-1 de tipo A
192-G10, 192-F10, 192-C9, 192-E10, 192-D11, 192-G11, 192-H11 y 191-A6. Los acidos nucleicos de unién a SDF-1
de tipo A 192-D10, 192-E9 y 192-H9 tienen una afinidad de unién mucho mas débil que 192-A10-001 (Fig. 13).

Como se menciond anteriormente, los acidos nucleicos de unién a SDF-1 de Tipo A 192-B11 y 192-C10 muestran
una afinidad de unién a la SDF-1 igual que la de 192-A10-001. Sin embargo, muestran ligeras diferencias en la
secuencia de nucleétidos de la secuencia de nucleétidos central. Por lo tanto, la secuencia consenso de las tres
moléculas de unién a SDF-1 con casi la misma afinidad alta puede resumirse mediante la secuencia de nucleétidos
IAAAGYAACAHGUCAAUGAAAGGUARC] (Férmula 4 de Tipo A)

en la que la secuencia de nucleétidos de la secuencia de nucleétidos central de 192-A10-001 (secuencia de
nucledtidos: [AAAGCAACAUGUCAAUGAAAGGUAGC) representa la secuencia de nucleétidos con la mejor afinidad
de unién de los &cidos nucleicos de unién a SDF-1 de Tipo A.

Cinco o seis de los seis nucle6tidos del tramo 5'-terminal de los acidos nucleicos de unién a SDF-1 de Tipo A
pueden hibridarse con los respectivos cinco o seis nucleétidos de los seis nucleétidos del tramo 3’-terminal de los
acidos nucleicos de union a SDF-1 de Tipo A para formar una hélice terminal. Aunque estos nucledtidos son
variables en varias posiciones, los diferentes nucleétidos permiten la hibridacion de cinco o seis de los seis
nucleétidos de cada uno de los tramos 5-y 3’-terminales. Los tramos 5’-terminal y 3’-terminal de los acidos nucleicos
de unién a SDF-1 de Tipo A, como se muestran en la Figura 1, pueden resumirse con una férmula genérica para el
tramo 5’-terminal (‘(RSHRYR’, Férmula 5-5’ de Tipo A) y para el tramo 3'-terminal (‘'YRYDSY’, Férmula 5-3 de Tipo
A). Los derivados truncados del acido nucleico de unién a SDF-1 de Tipo A 192-A10-001 se analizaron en un ensayo
de unién de pull-down competitivo frente a la molécula original 192-A10-001 y 192-A10-008 (Fig. 2A y 2B). Estos
experimentos demuestran que una reduccién de los seis nucledtidos terminales (extremo 5: GCUGUG; extremo 3’:
CGCAGC) de 192-A10-001 a cinco nucledtidos (extremo 5': CUGUG; extremo 3’: CGCAG) del derivado 192-A10-
002 pueden realizarse sin que se produzca una reduccion de la afinidad de unién. Sin embargo, el truncado a cuatro
nucleétidos terminales (extremo 5: UGUG; extremo 3’: CGCA; 192-A10-003) o menos (192-A10-004/ -005/ -006/ -
007), conduce a una afinidad de unién por SDF-1 reducida (Fig. 2A). Los tramos terminales 5-terminal y 3
determinados con una longitud de cinco y cuatro nucleétidos de los derivados del acido nucleico de uniéon a SDF-1
de Tipo A 192-A10-001, como se muestran en las Figs. 2A y B, pueden describirse con una férmula genérica para el
tramo 5’-terminal (‘X2BBBS’, Férmula 6-5’ de Tipo A) y para el tramo 3’-terminal (‘SBBVX3’; Formula 6-3" de Tipo A),
en la que Xz estd ausente o0 es 'S’, y X3 estd ausente o es ‘S’.
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La secuencia de nucleétidos de los tramos 5’-y 3’-terminales influye en la afinidad de unién de los acidos nucleicos
de union a SDF-1 de Tipo A. Esto no sélo lo demuestran los acidos nucleicos 192-F10 y 192-E10, sino también los
derivados de 192-A10-001 (Fig. 2B). Las secuencias de nucleétidos centrales de 192-F10 y 192-E10 son idénticas a
192-B11 y 192-C10, pero comprenden ligeras diferencias en el extremo 3’ del tramo 5’-terminal y en el extremo 5
del tramo 3’-terminal que resultan en una afinidad de unién reducida.

La sustitucion de los nucleétidos 5’-y 3'-terminales ‘CUGUG’ y ‘CGCAG’ del acido nucleico de unién a SDF-1 de Tipo
A 192-A10-002 por ‘GCGCG’ y ‘CGCGC’ (192-A10-015) produjo una afinidad de unién reducida, mientras que las
sustituciones por ‘GCGUG’ y ‘CGCGC’ (192-A10-008) dieron como resultado la misma afinidad de unién como la
que muestra para 192-A10-002 (Fig. 2B, Fig. 15, Fig. 12, Fig. 16).

Ademas, nueve derivados del &cido nucleico de union a SDF-1 de Tipo A 192-A10-001 (192-A10-014/ -015/ -016/ -
017/ -018/ -019/ -020/ -021/ -022/ -023) que portan cuatro nucleétidos 5 y 3-terminales, respectivamente, se
ensayaron como aptameros para su afinidad de unién frente a 192-A10-001 o a su derivado 192-A10-008 (ambos
tienen idéntica afinidad de union con SDF-1). Todos los clones mostraron una afinidad de unién méas débil, muy débil
o mucho mas débil por SDF-1 que 192-A10-001 (seis nucleétidos que forman una hélice terminal) o que 192-A10-
008 con cinco nucledtidos terminales, respectivamente (Fig. 2B). Por consiguiente, la secuencia y el nimero de
nucleétidos de los tramos 5’-y 3’-terminales son fundamentales para una unién eficaz a SDF-1. Como se demuestra
para los acidos nucleicos de union a SDF-1 de Tipo A 192-A10-002 y 192-A10-08, la combinacién preferida de
tramos 5’- y 3-terminales son ‘CUGUG’ y ‘CGCAG’ (tramos 5- y 3’-terminales del acido nucleico de uniéon a SDF-1
de tipo A 192-A10-002) y ‘GCGUG’ y ‘CGCGC’ (tramos 5’- y 3’- terminales del acido nucleico de uniéon a SDF-1 de
Tipo A 192-A10-008).

Sin embargo, combinando los tramos 5’- y 3'-terminales de todos los acidos nucleicos de uniéon a SDF-1 de Tipo A
ensayados, la formula genérica para el tramo 5- terminal de los acidos nucleicos de unién a SDF-1 de Tipo A es
‘X1XaNNBV’ (Férmula 7-5’ de Tipo A) y la férmula genérica para el tramo 3’-terminal de los &cidos nucleicos de unién
a SDF-1 de Tipo A es ‘BNBNX3X4’ (formula 7-3’ de tipo A), en las que

X1 es ‘R’ o esta ausente, X2 es ‘'S’, Xz es 'S’, y X4 es 'Y’ 0 estd ausente;

o)

X1 esta ausente, Xz es ‘'S’ 0 estd ausente, X3 es ‘S’ 0 estd ausente, y X4 estd ausente.
1.2 Acidos nucleicos de unién a SDF-1 de Tipo B

Como se muestra en la Fig. 3, todas las secuencias de los &cidos nucleicos de unién a SDF-1 de Tipo B
comprenden una secuencia de nucleétidos central que esta flanqueada por tramos 5’- y 3’-terminales que pueden
hibridarse entre si. Sin embargo, tal hibridacion no se produce necesariamente en la molécula.

Los &cidos nucleicos se caracterizaron al nivel del aptamero empleando ensayos de pull-down competitivos y
directos con D-SDF-1 humana biotinilada para clasificarlos con respecto a su comportamiento de unién (Ejemplo 4).
Las secuencias seleccionadas se sintetizaron como Spiegelmeros (Ejemplo 3) y se ensayaron empleando la
configuracién natural de la SDF-1 (L-SDF) en un ensayo de quimiotaxis de cultivo celular in vitro (Ejemplo 5) y
mediante una medicion de resonancia de plasmoén de superficie empleando un instrumento Biacore 2000 (Ejemplo
6).

Las secuencias de las cajas o tramos definidos pueden ser diferentes entre los acidos nucleicos de uniéon a SDF-1
de Tipo B, lo cual influye en la afinidad de unién con la SDF-1. Basandose en el analisis de la union de los diferentes
acidos nucleicos de uniéon a SDF-1, resumidos como acidos nucleicos de unién a SDF-1 de Tipo B, la secuencia de
nucleétidos central y sus secuencias de nucleétidos, como se describen a continuacion, son individuales y mas
preferiblemente fundamentales en su totalidad para la uniéon a SDF-1:

La secuencia de nucleédtidos central de todas las secuencias identificadas de los acidos nucleicos de unién a SDF-1
de Tipo B comparten la secuencia: GUGUGAUCUAGAUGUADWGGCUGWUCCUAGUYAGG| (Férmula 1 de Tipo
B). Los acidos nucleicos de union a SDF-1 de Tipo B 193-G2-001, 193-C2-001 y 193-F2-001, que se diferencian en
una posicién en la secuencia de nucleétidos central, se analizaron en un ensayo de unién de pull-down competitivo
frente al &cido nucleico de union a SDF-1 de Tipo A 192-A10-001 (Kb de 1,5 nM determinada en un ensayo de unién
de pull-down [Fig. 11], Ko de 1,0 nM determinado mediante una mediciéon de resonancia de plasmoén de superficie
[Fig. 15], ICs0 de 0,12 nM; [Fig. 12]). Cada uno de los tres &cidos nucleicos de unién a SDF-1 de Tipo B ensayados
muestra una mejor unién a la SDF-1 humana en comparacion con el acido nucleico de unién a SDF-1 de Tipo A 192-
A10-001, siendo la afinidad de unién de 193-G2-001 tan buena como la de 193-C2-001 y 193-F2-001 (Fig. 3). Los
datos sugieren que la diferencia en la secuencia de nucleétidos de la secuencia de nucleétidos central de los acidos
nucleicos de union a SDF-1 de Tipo B 193-G2-001, 193-C2-001 y 193-F2-001 no influye en la afinidad de union con
SDF-1. Como ejemplo, el &cido nucleico de unién a SDF-1 de Tipo B 193-G2-001 se caracteriz6 para su afinidad de
unién a la SDF-1 humana. La constante de unién en equilibrio Ko se determiné empleando el ensayo de unién de
pull-down (Kb = 0,3 nM) y mediante una medicion de resonancia de plasmén de superficie (Ko = 0,5 nM, Fig. 17). Se
midi6 una 1Cso (concentracion inhibidora del 50%) de 0,08 nM para 193-G2-001 empleando un ensayo de
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quimiotaxis de cultivo celular in vitro. Por el contrario, los acidos nucleicos de uniéon a SDF-1 de Tipo B 193-B3-002,
193-H3-002, 193-E3-002 y 193-D1-002, que se diferencian en la secuencia de la secuencia de nucledtidos central,
muestran peores propiedades de unién (Fig. 3). Como resultado, los acidos nucleicos de union a SDF-1 de Tipo B
con una mejor afinidad de unién con SDF-1 comparten una secuencia de nucleétidos central con la secuencia:
|[GUGUGAUCUAGAUGUADUGGCUGAUCCUAGUCAGG (Férmula 2 de Tipo B).

Cuatro, cinco o seis nucleétidos de los seis nucleétidos del tramo 5-terminal de los acidos nucleicos de union a
SDF-1 de Tipo B pueden hibridarse con los respectivos cuatro, cinco o seis nucleétidos de los seis nucleotidos del
tramo 3’-terminal de los acidos nucleicos de unién a SDF-1 de Tipo B para formar una hélice terminal.

Aunque estos nucleétidos son variables en varias posiciones, los diferentes nucleétidos permiten la hibridacion de
cuatro, cinco o seis de los seis nucleotidos de cada uno de los tramos 5’-y 3-terminales. Los tramos 5’-terminal y 3'-
terminal de los acidos nucleicos de unién a SDF-1 de Tipo B, como se muestran en la Fig. 3, pueden resumirse con
una férmula genérica para el tramo 5’-terminal (Férmula 3-5" de Tipo B; ‘XiGCRWG’, en la que Xi es ‘A’ 0 esta
ausente) y para el tramo 3’-terminal (Férmula 3-3 de Tipo B; ‘KRYSCX4', en la que X4 es ‘U’ 0 esta ausente). Los
acidos nucleicos de unién a SDF-1 de Tipo B 193-G1-002, 193-D2-002, 193-A1-002 y 193-D3-002 presentan unas
afinidades de unién mas débiles por SDF-1, aunque comparten una secuencia de nucleétidos central idéntica
(Férmula 2 de Tipo B) con 193-C2-001, 193-G2-001 y 193-F2-001 (Fig. 3). Las propiedades de union desfavorables
de los acidos nucleicos de unién a SDF-1 de Tipo B 193-G1-002, 193-D2-002, 193-A1-002 y 193-D3-002 pueden ser
debidas al numero de nucleétidos y la secuencia de los tramos 5’- y 3'-terminales.

Los derivados truncados de los acidos nucleicos de union a SDF-1 de Tipo B 193-G2-001 y 193-C2-001 se
analizaron en un ensayo de union de pull-down competitivo frente a 193-G2-001 y 193-G2-012, respectivamente
(Fig. 4A y 4B). Estos experimentos demuestran que una reduccion de los seis nucleétidos terminales (extremo 5':
AGCGUG; extremo 3': UACGCU) de los acidos nucleicos de union a SDF-1 de Tipo B 193-G2-001 y 193-C2-001 a
cinco nucledtidos (extremo 5’: GCGUG; extremo 3’: UACGC) conducen a moléculas con una afinidad de union
similar (193-C2-002 y 193-G2-012). La constante de disociacion en equilibrio Ko se determiné empleando el ensayo
de unién de pull-down (Ko = 0,3 nM, Fig. 18). Un truncado a cuatro (extremo 5’: CGUG; extremo 3’: UACG; 193-C2-
003) o menos nucledtidos (193-C2-004, 193-C2-005, 193-C2-006, 193-C2-007) da como resultado una afinidad de
unién por SDF-1 reducida, que se mide empleando el ensayo de union de pull-down de competicién (Fig. 4A). La
secuencia de nucleétidos de los cinco nucledtidos terminales en el extremo 5- y 3’, respectivamente, influye en la
afinidad de unién de los acidos nucleicos de unién a SDF-1 de Tipo B. La sustitucion de los nucleotidos 5- y 3
terminales ‘GCGUG’ y ‘UACGC’ (193-C2-002, 193-G2-12) por ‘GCGCG’ y ‘CGCGC’ (193-G2-013) da como
resultado una afinidad de unién reducida. Ademas, se ensayaron los cuatro derivados diferentes del &cido nucleico
de unién a SDF-1 de Tipo B 193-G2-001 con una hélice terminal y con una longitud de cuatro nucleétidos con
apareamiento de bases (193-G2-014/-015/ -016/ -017). Todos mostraron una afinidad de unién reducida por la SDF-
1 (Fig. 4B). Por lo tanto, la secuencia y la longitud de los nucledtidos 5'- y 3’-terminales son fundamentales para una
unién eficaz con la SDF-1. Los tramos terminales 5'-terminal y 3’-terminal con una longitud de cinco y cuatro
nucledtidos de los derivados de los acidos nucleicos de uniéon a SDF-1 de Tipo B 193-C2-003 y 193-G2-012, como
se muestran en las Figs. 4A y 4B, pueden describirse con una féormula genérica para el tramo 5-terminal (‘X2SSBS’,
Formula 4-5" de Tipo B), en la que X2 esta ausente o es ‘G’, y para el tramo 3'-terminal (‘BVSSX3’, Formula 4-3’ de
Tipo B), en la que Xs estd ausente o es ‘C’. Como se demuestra para los acidos nucleicos de unién a SDF-1 de Tipo
B 193-G2-001 y 193-C2-01 y sus derivados 193-G2-012 y 193-C2-002, la combinacién preferida de tramos 5- y 3'-
terminales son ‘X1GCGUG’ (tramo 5'-terminal; Férmula 5-5’ de Tipo B) y ‘UACGCX4’ (tramo 3’-terminal; Férmula 5-3’
de Tipo B), en las que X1 es ‘A’ 0 esta ausente, y X4 es ‘U’ 0 esta ausente.

Sin embargo, combinando los tramos 5’- y 3'-terminales de todos los acidos nucleicos de unién a SDF-1 de Tipo B
ensayados, la formula genérica para el tramo 5-terminal de los acidos nucleicos de unién a SDF-1 de tipo B es
‘X1X2SVNS’ (Férmula 6-5’ de Tipo B) y la férmula genérica para el tramo 3'-terminal de los acidos nucleicos de unién
a SDF-1 de Tipo B es ‘BVBSX3X4' (Formula 6-3’ de Tipo B), en las que

X1 es ‘A’ 0 estd ausente, X2 es ‘G’, Xz es ‘C’, y Xses ‘U’ 0 estd ausente; o X1 esta ausente, Xz es ‘G’ 0 esta ausente,
Xz es ‘C’ 0 esta ausente, y X4 esta ausente.

1.3 Acidos nucleicos de unién a SDF-1 de tipo C

Como se muestra en la Fig. 5, todas las secuencias de los acidos nucleicos de unién a SDF-1 de Tipo C
comprenden una secuencia de nucleétidos central que esta flanqueada por tramos 5’- y 3’-terminales que pueden
hibridarse entre si. Sin embargo, tal hibridacion no se produce necesariamente en la molécula.

Los acidos nucleicos se caracterizaron al nivel del aptamero empleando ensayos de pull-down competitivos y
directos con D-SDF-1 humana biotinilada para clasificarlos con respecto a su comportamiento de unién (Ejemplo 4).
Las secuencias seleccionadas se sintetizaron como Spiegelmeros (Ejemplo 3) y se ensayaron empleando la
configuracién natural de la SDF-1 (L-SDF) en un ensayo de quimiotaxis de cultivo celular in vitro (Ejemplo 5) y
mediante una medicion de resonancia de plasmén de superficie empleando un instrumento Biacore 2000 (Ejemplo
6).
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Las secuencias de las cajas o tramos definidos pueden ser diferentes entre los acidos nucleicos de uniéon a SDF-1
de Tipo C, lo cual influye en la afinidad de unién con la SDF-1. Basandose en el analisis de la unién de los diferentes
acidos nucleicos de unién a SDF-1, resumidos como &cidos nucleicos de uniéon a SDF-1 de tipo C, la secuencia de
nucleétidos central y sus secuencias de nucleétidos, tal como se describen a continuacién, son individuales y mas
preferiblemente fundamentales en su totalidad para la uniéon a SDF-1:

La secuencia de nucleétidos central de todas las secuencias identificadas de los acidos nucleicos de unién a SDF-1
de tipo C comparten la secuencia |(GGUYAGGGCUHRXaAAGUCGG] (Férmula 1 de Tipo C), en la que Xa esta ausente
0 es ‘A’. Con la excepcién del acido nucleico de unién a SDF-1 de Tipo C 197-D1, la secuencia de nucleétidos
central de todas las secuencias identificadas de los acidos nucleicos de union a SDF-1 de Tipo C comparten la
secuencia de nucleétidos [GGUYAGGGCUHRAAGUCGG] (Férmula 2 de Tipo C). El &cido nucleico de unién a SDF-1
de Tipo C 197-D1 (secuencia de nucledtidos central: [GGUUAGGGCUAA-AGUCGG ), que carece de un nucleétido
‘A’ dentro de la secuencia de nucleétidos central y que sigue uniéndose a SDF-1, permite considerar una secuencia
de nucledtidos central alternativa (GGYAGGGCUHR-AGUCGG)), (Férmula 3 de Tipo C). Inicialmente, todos los
acidos nucleicos de unidon a SDF-1 de Tipo C, como se muestran en la Fig. 5, se analizaron en un ensayo de union
de pull-down competitivo frente al acido nucleico de union a SDF-1 de Tipo A 192-A10-001 (Ko = 1,5 nM
determinada en un ensayo de unién de pull-down y mediante una medicién de resonancia de plasmoén de superficie;
ICs0 = 0,12 nM). Los &cidos nucleicos de uniéon a SDF-1 de Tipo C 191-D5-001, 197-B2, 190-A3-001, 197-H1, 197-
H3 y 197-E3 mostraron unas afinidades de uniéon mas débiles que 192-A10-001 en experimentos de competicion. Se
determiné una afinidad de unién mucho mas débil para 191-A5, 197-B1, 197-D1, 197-H2 y 197-D2 (Fig. 5). Las
moléculas, o sus derivados, se caracterizaron mas a fondo mediante otros ensayos de unién de pull-down,
mediciones de resonancia de plasmén y un ensayo de quimiotaxis in vitro. El &cido nucleico de unién a SDF-1 de
Tipo C 191-D5-001 se caracterizd para su afinidad de unién a la SDF-1 humana, mientras que se determiné la
constante de union en equilibrio Ko mediante una medicién de resonancia de plasmoén de superficie (Ko = 0,8 nM,
Fig. 21). Se midi6 una ICso (concentracion inhibidora del 50%) de 0,2 nM para 191-D5-001 empleando un ensayo de
quimiotaxis de cultivo celular in vitro. La afinidad de unién del &cido nucleico de unién a SDF-1 de Tipo C 197-B2 por
la SDF-1 humana se determiné mediante una medicion de resonancia de plasmén de superficie (Ko = 0,9 nM), y su
ICso (concentracion inhibidora del 50%) de 0,2 nM se analiz6 en un ensayo de 15 quimiotaxis de cultivo celular in
vitro. Estos datos indican que los acidos nucleicos de union a SDF-1 de Tipo C 191-D5-001 y 197-B2 tienen una
afinidad de union similar por SDF-1 (Figs. 5y 8).

El 4cido nucleico de unién a SDF-1 de Tipo C 190-A3-001 (48 nt) comprende un tramo 5’-terminal de 17 nucleétidos
y un tramo 3’-terminal de 12 nucleétidos, en los que, por una parte los cuatro nucleétidos del extremo 5’ del tramo 5’
terminal y los cuatro nucleétidos del extremo 3’ del tramo 3-terminal pueden hibridarse entre si para formar una
hélice terminal. Como alternativa, los nucledtidos ‘UGAGA’ en el tramo 5’-terminal pueden hibridarse con los
nucleétidos ‘UCUCA’ en el tramo 3'-terminal para formar una hélice terminal. Una reduccién a ocho nucleétidos del
tramo 5’-terminal (GAGAUAGG’) y a nueve nucleétidos del tramo 3'-terminal (‘(CUGAUUCUC’) de la molécula 190-
A3-001 (con lo cual, seis de los ocho/nueve nucleétidos del tramo 5’- y 3’-terminal pueden hibridarse entre si) no
influye en la afinidad de unién con SDF-1 (190-A3-004; Fig. 6 y Fig. 19). La constante de unién en equilibrio Ko de
190-A3-004 se determind empleando el ensayo de union de pull-down (Ko = 4,6 nM, Fig. 20) y mediante una
medicién de resonancia de plasmon de superficie (Kb = 4,7 nM). Se midié una ICso (concentracion inhibidora del
50%) de 0,1 nM para 190-A3-004 empleando un ensayo de quimiotaxis de cultivo celular in vitro (Fig. 22). Sin
embargo, el truncado a dos nucleétidos en el tramo 5’-terminal conduce a una reduccién muy fuerte en la afinidad de
unién (190-A3-007; Fig. 6 y Fig. 19).

Los &cidos nucleicos de uniéon a SDF-1 de Tipo C 191-D5-001, 197-B2 y 197-H1 (secuencia de nucleottidos central:
GGUUAGGGCUAGAAGUCGG)), 197-H3/191-A5 (secuencia de nucleétidos central:
GGUUAGGGCUCGAAGUCGG y 197-E3/197-B1 (secuencia de nucleétidos central:
GGUUAGGGCUUGAAGUCGG)) comparten una secuencia de nucleétidos central casi idéntica (Férmula 4 de Tipo
C; secuencia de nucleétidos: GGUUAGGGCUHGAAGUCGGI). 191-D5-001, 197-B2 y 197-H1 no comparten un
tramo 5'- y 3’-terminal similar (197-H3 y 197-E3 tienen un tramo 5’ -y 3’-terminal idéntico a 197-B2). Sin embargo, los
respectivos diez (197-B2, 197-E3, 197-H3) o nueve de los diez (191-D5-001, 197-H1) nucleétidos del tramo 5'-
terminal pueden hibridarse con los respectivos diez (197-B2, 197-E3, 197-H3) o nueve de los diez (191-D5-001, 197-
H1) nucleétidos del tramo 3’-terminal (Fig. 5). Por tanto, el tramo 5’ terminal de los acidos nucleicos de unién a SDF-
1 de Tipo C 197-B2, 191-D5-001, 197-H1, 197-E3 y 197-H3, como se menciond anteriormente, mas 191-A5, 197-B1,
197-H2, 197-D1 y 197-D2 comprenden una secuencia de nuclettidos genérica comin de ‘RKSBUSNVGR’ (Férmula
5-5’ de Tipo C). El tramo 3’-terminal de los acidos nucleicos de unién a SDF-1 de Tipo C 197-B2, 191-D5-001, 197-
H1, 197-E3, y 197-H3, como se mencion6 anteriormente, mas 191-A5, 197-B1, 197-H2, 197-D1 y 197-D2
comprenden una secuencia de nuclettidos genérica comun de ‘YYNRCASSMY’ (Férmula 5-3' de Tipo C),
prefiriéndose los tramos 5’- y 3’-terminales de los acidos nucleicos de union a SDF-1 de tipo C 197-B2, 191-D5-001,
197-H1, 197-E3 y 197-H3. Estos tramos 5'- y 3’-terminales preferidos de los acidos nucleicos de uniéon a SDF-1 de
Tipo C 197-B2, 191-D5-001, 197-H1, 197-E3 y 197-H3 pueden resumirse con la formula genérica ‘RKSBUGSVGR’
(Férmula 6-5’ de Tipo C; tramo 5-terminal) y 'YCNRCASSMY’ (Férmula 6-3’ de Tipo C; tramo 3’-terminal).

Se construyeron los derivados truncados del acido nucleico de union a SDF-1 de Tipo C 191-D5-001 y se analizaron
en un ensayo de union de pull-down competitivo frente a la molécula original 191-D5-001 (Fig. 7A, Fig. 7B y Fig. 19).
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Al principio, la longitud de los tramos 5'- y 3’-terminales se acort6 desde diez nucleétidos (191-D5-001) en cada uno
a siete nucledtidos (191-D5-004), como se muestra en la Fig. 7A, con lo cual nueve de los diez (191-D5-001) o seis
de los siete nucleotidos (191-D5-004) del tramo 5-terminal y del tramo 3’-terminal, respectivamente, pueden
hibridarse entre si. La reduccién a siete nucleé6tidos del tramo 5'- y 3’-terminal, respectivamente (en los que seis de
los siete nucleétidos pueden hibridarse entre si), conduce a una afinidad de unién reducida con la SDF-1 (191-D5-
004). Los tramos terminales del acido nucleico de union a SDF-1 de Tipo C 191-D5-004 se modificaron, por lo cual el
nucleétido sin apareamiento ‘A’ dentro del tramo 3’-terminal de 191-D5-004 fue sustituido por una ‘C’ (191-D5-005).
Esta modificacion condujo a una mejora en la unién. Este derivado, el acido nucleico de unién a SDF-1 de Tipo C
191-D5-005, muestra una union a la SDF-1 similar al 191-D5-001. Otro truncado del tramo 5’- y 3'-terminal a cinco
nucleétidos, respectivamente, condujo a una molécula con una longitud total de 29 nucleétidos (191-D5-007). Debido
a las similitudes de 191-D5-001 y los acidos nucleicos de unién a SDF-1 de Tipo C 197-B2, 191-D5-001, 197-H1,
191-A5, 197-H3, 197-B1, 197-E3, 197-D1, 197-H2 y 197-D2, y debido a los datos extraidos mostrados por 191-D5-
007, puede suponerse que el tramo 5'- y 3’-terminal en principio puede truncarse hasta cinco nucleétidos, por lo cual
la secuencia de nucleétidos ‘CGGGA’ para el tramo 5’-terminal y ‘UCCCG’ para el tramo 3-terminal se ensayé con
éxito (acido nucleico de union a SDF-1 de Tipo C 191-D5-007). De modo sorprendente, el acido nucleico de unién a
SDF-1 de Tipo C 191-D5-007 se une algo mejor a SDF-1 que 191-D5-001 (determinado al nivel de aptamero
empleando el ensayo de unién competitiva). La constante de unién en equilibrio Ko de 191-D5-007 se determind
empleando el ensayo de unién de pull-down (Ko = 2,2 nM, Fig. 20) y mediante una medicién de resonancia de
plasmoén de superficie (Ko = 0,8 nM, Fig. 21). Se midié una ICso (concentracién inhibidora del 50%) de 0,1 nM para
191-D5-007 empleando un ensayo de quimiotaxis de cultivo celular in vitro. Se realizé otro truncado en ambos
tramos terminales a cuatro nucleétidos (191-D5-010, Fig. 7A).

Otros derivados del acido nucleico de union a SDF-1 de Tipo C 191-D5-001 (191-D5-017/ -024/ -029) que portan
tramos 5’- y 3'-terminales de cuatro nucleotidos cada uno respectivamente también mostraron una afinidad de union
reducida por SDF-1 en el ensayo de unién de pull-down competitivo frente a 191-D5-007 (Fig. 7B). También se
ensayan unos tramos 5’- y 3'-terminal alternativos con una longitud respectiva de cinco nucle6tidos (191-D5-017-
29a, 191-D5-017-29b, 191-D5-019-29a, 191-D5-024-29a, 191-D5-024-29b). La formula genérica de estos derivados
para el tramo 5’-terminal es ‘XsSSSV’ (Férmula 7-5’ de Tipo C) y para el tramo 3’-terminal es ‘BSSSXs’ (Férmula 7-3’
de Tipo C), en las que Xs esta ausente o es ‘S’. Dos de los cinco variantes ensayados mostraron una afinidad de
unién con SDF-1 idéntica a 191-D5-007 (191-D5-024-29a, 191-D5-024-29b; Fig. 7B). Las secuencias de los tramos
5’-terminal y 3’-terminal de los derivados de 191-D5-001 que muestran la mejor afinidad de unién con SDF-1 y que
comprenden un tramo 5-terminal y 3’-terminal de cinco nucleétidos respectivamente (191-D5-007, 191-D5-024-29a,
191-D5-024-29b) pueden resumirse con una férmula genérica (tramo 5-terminal: ‘SGGSR’, Férmula 8-5’ de Tipo C;
tramo 3’-terminal: ‘'YSCCS’, Férmula 8-3’ de Tipo C).

Los derivados truncados del acido nucleico de uniéon a SDF-1 de Tipo C 197-B2 se analizaron en un ensayo de
unién de pull-down competitivo frente a la molécula original 197-B2 y 191-D5-007 (Fig. 8). Empleando el ensayo de
unién de pull-down competitivo frente a 191-D5-007 se demostrd que 197-B2 tiene la misma afinidad de unién con
SDF-1 que 191-D5-007. Los tramos 5'- y 3-terminal se acortaron sin pérdida de afinidad de unién desde diez
nucleétidos (197-B2) cada uno a cinco nucleétidos cada uno (197-B2-005), con lo que los nucleétidos del tramo 5'-
terminal y del tramo 3’-terminal pueden hibridarse completamente entre si. Si el tramo 5’-terminal (GCGGG’) y el
tramo 3’-terminal (‘CCUGC’) de 197-B2-005 se sustituye por ‘GCCGG’ (tramo 5'-terminal) y por ‘CCGGC’ (tramo 3’-
terminal) de 197-B2-006, la afinidad de uniéon con SDF-1 persiste totalmente. Debido a que 197-B2 y 191-D5-001 (y
sus derivados) comparten la secuencia de nucleétidos central idéntica (GGUUAGGGCUAGAAGUCGG ) y se habian
ensayado varios derivados de 191-D5 con tramos 5- y 3-terminal con una longitud de cuatro nucleotidos
respectivamente, se omitid otro truncado mas del tramo 5’- y 3’-terminal. Se disefiaron dos derivados mas que
comprenden seis nucledtidos en el extremo 5’ y 3’ (tramos 5’- y 3-terminales) respectivamente. La afinidad de union
con SDF-1 de ambas moléculas (197-B2-006-31a y 197-B2-006-31b) es la misma que la mostrada por 191-D5-007 y
197-B2-006 (Fig. 8). Las secuencias de los tramos 5'-terminal y 3’-terminal del derivado de 197-B2 que muestran la
mejor afinidad de uniéon con SDF-1 y que comprenden un tramo 5-terminal y 3’-terminal de cinco nucleétidos
respectivamente pueden resumirse con una férmula genérica (tramo 5’-terminal: ‘GCSGG’, Férmula 9-5’ de Tipo C;
tramo 3’-terminal: ‘CCKGC’, Férmula 9-3 de Tipo C).

Combinando los tramos 5’- y 3'-terminales preferidos de los acidos nucleicos de unién a SDF-1 de Tipo C 191-
D5001 (tramo 5'-terminal: ‘SGGSR’, Férmula 8-5' de Tipo C; tramo 3'-terminal: 'YSCCS’, Férmula 8-3’ de Tipo C) y
197-B2 (tramo 5'-terminal: ‘GCSGG’, Férmula 9-5" de Tipo C; tramo 3'-terminal: ‘CCKGC’, Férmula 9-3 de Tipo C),
la formula genérica preferida comun para el tramo 5'-terminal y 3'-terminal es ‘SSSSR’ (tramo 5'-terminal, Férmula
10-5’' de Tipo C) y 'YSBSS’ (tramo 3’-terminal: Férmula 10-3’ de Tipo C).

1.4 Otros acidos nucleicos de unién a SDF-1

Ademas, se identificaron otros tres acidos nucleicos de unién a SDF-1 que no comparten los motivos de unién a
SDF-1 de ‘Tipo A’, ‘Tipo B’ y ‘Tipo C'. Se analizaron como aptameros empleando el ensayo de unién de pull-down
(Fig. 9).

Debe entenderse que cualquiera de las secuencias mostradas en las Figuras 1 a 9 son acidos nucleicos segun la
presente invencion, que incluyen no soélo las formas truncadas de las mismas, sino también incluyen sus formas
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extendidas, con la condicion de que las moléculas de acidos nucleicos asi truncadas y extendidas, respectivamente,
aun sean capaces de unirse a la diana.

Ejemplo 2: Modificacion de PEG de 40 kDa y otras modificaciones de los Spiegelmeros de unién a SDF-1

Para prolongar el tiempo de residencia plasmatico in vivo de los Spiegelmeros, los Spiegelmeros 193-G2-012,
192A10-008, 191-D5-007, 197-B2-006 y 197-B2-006-31b se acoplaron covalentemente con un resto de
polietilenglicol (PEG) de 40 kDa en el extremo 5’, segun se describe en el capitulo 3 (clones PEGilados: 193-G2-
012-5-PEG, 192-A10-008-5'PEG, 191-D5-007-5’PEG, 197-B2-006-5’PEG y 197-B2-006-31b-5’PEG).

Las moléculas de Spiegelmeros PEGilados se analizaron en un ensayo TAX de cultivo celular in vitro (Capitulo 5) y
mediante mediciones de resonancia de plasmon empleando un instrumento Biacore (Capitulo 6). Todos los
Spiegelmeros modificados con PEG de 40 kDa siguen siendo capaces de inhibir la quimiotaxis inducida por SDF-1 y
de unirse a SDF-1 en un estrecho intervalo nanomolar (Figs. 23A, 23B, 24A y Fig. 24B).

Ademas, el Spiegelmero de union a SDF 192-A10-001 se modific6 con PEG de 40 kDa, PEG de 30 kDa, HES de
100 kDa o HES de 130 kDa (clones PEGilados: 192-A10-001-5’PEG40, 192-A10-001-5’PEG30, 192-A10-001-
5'HES100, 192-A10-001-5’HES130; procedimiento de acoplamiento en el capitulo 3). Tal como se muestra en la Fig.
25A y la Fig. 25B ni el resto PEG ni el resto HES influyen en la potencia de los Spiegelmeros para inhibir la
quimiotaxis inducida por SDF-1.

Ejemplo 3: Sintesis y derivatizacion de Aptameros y Spiegelmeros
3.1 Sintesis a pequena escala

Se produjeron Aptameros y Spiegelmeros mediante una sintesis en fase sélida con un sintetizador ABI 394 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.) empleando la quimica de 2”TBDMS y ARN fosforamidita (Damha y Ogilvie,
1993). Las rA(NBz)-, rC(Ac)-, rG(N-ibu)-, y rU-fosforamiditas en la configuracion D y L se adquirieron en
ChemGenes, Wilmington, MA. Los Aptameros y los Spiegelmeros se purificaron mediante electroforesis en gel.

3.2 Sintesis a gran escala mas modificacion

Se produjeron los Spiegelmeros mediante una sintesis en fase sélida con un sintetizador AktaPilot100 (Amersham
Biosciences; General Electric Healthcare, Friburgo) empleando la quimica de 2TBDMS y ARN fosforamidita (Damha
y Ogilvie, 1993). Las L-rA(N-Bz)-, L-rC(Ac)-, L-rG(N-ibu)-, and L-rU- fosforamiditas se adquirieron en ChemGenes
(Wilmington, MA, EE.UU.). ElI modificador de 5-amino se adquiri6 en American International Chemicals Inc.
(Framingham, MA, EE.UU.). La sintesis de los Spiegelmeros comenzé con CPG L-riboG; L-riboC, L-riboA, L-riboU
respectivamente modificados con tamano de poro 1000 A (Link Technology, Glasgow, Reino Unido). Para el
acoplamiento (15 minutos por ciclo), se emple6 benciltiotetrazol 0,3 M (American International Chemicals Inc.,
Framingham, MA, EE.UU.) en acetonitrilo, y 3,5 equivalentes de la respectiva disolucion de fosforamidita 0,2 M en
acetonitrilo. Se empled un ciclo de cierre de la oxidacion. Otros reactivos y disolventes convencionales para la
sintesis de oligonucleé6tidos se adquirieron en Biosolve (Valkenswaard, Paises Bajos). Los Spiegelmeros se
sintetizaron con DMT-ON; después de la desproteccién se purificaron a través de RP-HPLC preparativa (Wincott F.
et al., 1995) empleando el medio Source15RPC (Amersham). El grupo 5’DMT se retird con acido acético al 80% (90
minutos a temperatura ambiente). Después se afiadié una disolucién acuosa de NaOAc 2 M y el Spiegelmero se
desalé mediante una filtracion con flujo tangencial empleando una membrana de celulosa regenerada 5 K (Millipore,
Bedford, MA).

3.3 Pegilacion

Para prolongar el tiempo de residencia plasmatico in vivo de los Spiegelmeros, los Spiegelmeros se acoplaron
covalentemente con un resto polietilenglicol (PEG) de 40 kDa en el extremo 5'.

Para la PEGilacion (para obtener datos técnicos del método para la PEGilacion, véase la solicitud de Patente
Europea EP 1 306 382), el Spiegelmero modificado en el 5’-amino purificado se disolvié en una mezcla de H20 (2,5
ml), DMF (5 ml), y tampon A (5 ml; preparado mezclando acido citrico *« H20 [7 g], acido bérico [3,54 g], acido
fosférico [2,26 ml], y NaOH 1 M [343 ml] y afadiendo agua hasta un volumen final de 11; pH = 8,4 que se ajust6 con
HCI 1 M).

El pH de la disolucion del Spiegelmero se llevo a 8,4 con NaOH 1 M. Después se anadi6 PEG-NHS éster 40 kDa
(Nektar Therapeutics, Huntsville, AL) a 37 °C cada 30 minutos en seis porciones de 0,25 equivalentes hasta alcanzar
un rendimiento maximo del 75 al 85%. El pH de la mezcla de reaccion se mantuvo a 8-8,5 con NaOH 1 M durante la
adicion del PEG-NHS éster.

La mezcla de reaccién se mezclé con 4 ml de una disolucion de urea (8 M), y 4 ml de tampén B (acetato de
trietilamonio 0,1 M en H20) y se calent6 hasta 95 °C durante 15 minutos. ElI Spiegelmero PEGilado se purificd
después mediante RP-HPLC con medio Source 15RPC (Amersham), empleando un gradiente de acetonitrilo
(tampon B; tampoén C: acetato de trietilamonio 0,1 M en acetonitrilo). El exceso de PEG eluye en tampon C al 5%, y
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el Spiegelmero PEGilado en el tampén C al 10-15%. Las fracciones del producto con una pureza >95% (evaluada
mediante HPLC) se juntaron y se mezclaron con 40 ml de NaOAc 3 M. El Spiegelmero PEGilado se desalé mediante
una filtracién con flujo tangencial (membrana de celulosa regenerada 5 K, Millipore, Bedford, MA).

3.4 HESilacién

Para prolongar el tiempo de residencia plasmatico in vivo de los Spiegelmeros, los piegelmeros se acoplaron
covalentemente con hidroxiletil almidon (HES, de sus siglas en inglés) de diversos pesos moleculares >130 kDa y
grado de sustituciéon >0,5. El extremo 5’ del Spiegelmero es el sitio preferido para la conjugacion.

Para la HESilacion (para obtener detalles técnicos del método para la Hesilacion de acidos nucleicos, véase la
Patente Offenlegungsschrift alemana DE 101 12 825 A1, y para los acidos nucleicos-D/L la Patente PCT WO
02/080979 A2), el Spiegelmero modificado en el 5’-amino purificado se disolvi6 en bicarbonato de sodio (0,3 M, 1 ml)
y el pH se ajusto a 8,5.

Con respecto al Spiegelmero, se afadié un exceso en 5 veces de acido HES libre (3,3 mmol, Supramol, Rosbach,
Alemania) y carbonato de di(N-succinimidilo) (3,3 mmol) a N,N-dimetilformamida (1 ml) para producir una disolucién
del N-hidroxisuccimida éster de HES activado. Para disolver todos los reactivos, la mezcla se agité brevemente a 60
°C, se enfri6 hasta 25 °C y después se agitd durante 1,5 horas a 25 °C. La disolucion del Spiegelmero se afadi6 a la
disolucién del HES activado, y la mezcla resultante se agitdé a 25 °C y pH 8,5. La reaccion se control6 mediante IEX-
HPLC analitica. Generalmente, la conjugacion se desarrolla hasta >75 % dentro de 1 hora.

Para la purificacion con IEX-HPLC a través del medio Source 15Q (GE, Friburgo, Alemania), la mezcla de reaccion
se mezcld con una cantidad de 10 veces del tampén A (EDTA 1 mM, Tris 25 mM, NaClOs+ 10 mM en
agua/acetonitrilo 9:1, pH 4). El exceso de HES eluye a tampén A al 5% (EDTA 1 mM, Tris 25 mM, NaClO4 500 mM
en agua/acetonitrilo 9:1, pH 4), mientras que el conjugado de HES-Spiegelmero eluye a tampén B al 20-30%. Las
fracciones del producto con una pureza >95% (evaluada mediante HPLC) se juntaron y se desalaron mediante una
filtracion con flujo tangencial (membrana de celulosa regenerada 5 K, Millipore, Bedford MA).

Ejemplo 4: Determinacién de las constantes de union (ensayo de unién de pull-down)
4.1 Ensayo de union de pull-down directo

Se midié la afinidad de los aptameros por la D-SDF-1 humana biotinilada en un formato de ensayo de unién de pull-
down a 37 °C. Los aptameros se marcaron en 5’-fosfato con una T4 polinucleétido quinasa (Invitrogen, Karlsruhe,
Alemania) empleando ATP marcado con [y-32P] (Hartmann Analytic, Braunschweig, Alemania). La radiactividad
especifica de los aptameros marcados era de 200.000-800.000 cpm/pmol. Los aptameros se incubaron después de
una desnaturalizacién y una renaturalizacién a una concentracién de 10, 20, 30 6 40 pM a 37 °C en tampon de
seleccion (Tris-HCI 20 mM, pH 7,4; NaCl 137 mM; KCI 5 mM; MgCl2 1 mM; CaClz 1 mM; Tween-20 al 0,1% [p/vol]),
junto con cantidades variables de D-SDF-1 humana biotinilada durante 4-12 horas para alcanzar el equilibrio a bajas
concentraciones. El tampon de seleccién se enriquecidé con albumina de suero humana 10 pg/ml (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Alemania), y ARN de levadura 10 pg/ml (Ambion, Austin, EE.UU.) para evitar la adsorcién de los
companeros de union a la superficie del equipo de plastico empleado o a la matriz de inmovilizacion. El intervalo de
concentracién de la D-SDF-1 humana biotinilada se ajusté de 8 pM a 100 nM; el volumen total de reaccién era de 1
ml. El péptido y los complejos de péptido-aptamero se inmovilizaron sobre 1,5 pl de particulas Streptavidin Ultralink
Plus (Pierce Biotechnology, Rockford, EE.UU.) que habian sido pre-equilibradas con tampdén de selecciéon y
resuspendidas en un volumen total de 6 pl. Las particulas se mantuvieron en suspension durante 30 minutos a la
respectiva temperatura en un termomezclador. La radiactividad inmovilizada se cuantific6 en un contador de
centelleo después de retirar el sobrenadante y de un lavado apropiado. El porcentaje de union se representd
graficamente frente a la concentracion de la D-SDF-1 humana biotinilada y se obtuvieron las constantes de
disociacion empleando algoritmos de programas informaticos (GRAFIT; Erithacus Software; Surrey, Reino Unido)
suponiendo una estequiometria 1:1.

4.2 Ensayo de unién de pull-down competitivo

Con el fin de comparar los diferentes aptdmeros de unién a D-SDF-1 se realiz6 un ensayo de clasificacién
competitivo. Para este objetivo, el aptdmero mas afin disponible se marcé de forma radiactiva (véase anteriormente)
y sirvi6 como referencia. Después de una desnaturalizacién y una renaturalizacion se incubé a 37 °C con D-SDF-1
humana biotinilada en 1 ml de tamp6n de seleccion bajo unas condiciones que producen una unién de
aproximadamente 5-10% del péptido después de una inmovilizaciéon y un lavado sobre agarosa NeutrAvidin o
Streptavidina Ultralink Plus (ambas de Pierce) sin competicion. Se afadié un exceso de variantes de aptameros de
ARN-D no marcados desnaturalizados y renaturalizados a diferentes concentraciones (por ejemplo, 2, 10 y 50 nM) al
aptamero de referencia marcado para realizar reacciones de unién en paralelo. Los aptdmeros que se van a ensayar
compiten con el aptamero de referencia por la unién a la diana, disminuyendo, por lo tanto, la sefial de union
dependiendo de sus caracteristicas de unién. El aptamero que resultd mas activo en este ensayo después puede
servir como nueva referencia para andlisis comparativos de otros variantes de aptameros.

Ejemplo 5: Andlisis de la inhibicion de la quimiotaxis inducida por SDF-1 por los Spiegelmeros de unién a SDF-1
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Se cultivaron células de leucemia de células T humanas de Jurkat (obtenidas en DSMZ, Braunschweig) a 37 °C y
COz2 al 5% en medio RPMI 1640 con Glutamax (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania) que contiene suero bovino fetal al
10%, penicilina 100 unidades/ml y estreptomicina 100 ug/ml (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania). Un dia antes del
experimento, las células se sembraron en un nuevo matraz a una densidad de 0,3 x 108/ml (9 x 108/30 ml) en medio
convencional (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania).

Para el experimento, las células se centrifugaron (5 minutos a 300 g), se resuspendieron, se contaron y se lavaron
una vez con 15 ml de HBH (disolucion salina equilibrada de Hank que contiene albdmina de suero bovina 1 mg/ml y
HEPES 20 mM; Invitrogen, Karlsruhe, Alemania). Después las células se resuspendieron a 3 x 10%/ml o 1,33 x
108/ml, dependiendo del tipo de placa de filtro utilizada. Después se dej6 que las células migrasen a través de las
membranas porosas de las placas de filtro durante varias horas hacia una disolucién que contiene SDF-1 y diversas
cantidades de Spiegelmero. Se emplearon bien placas Transwell e inserciones con membrana de policarbonato
poroso, tamafo de poro de 5 um (Corning; 3421) o placas MultiScreen MIC (Millipore, MAMIC5S10).

5.1 Protocolo para las placas Transwell

Las disoluciones de estimulacion (SDF-1 + diversas concentraciones de Spiegelmero) se constituyeron con 600 pl
de HBH en los compartimentos inferiores de las placas Transwell y se incubaron durante 20-30 minutos. Todas las
condiciones se constituyeron al menos dos veces. Las inserciones se trasladaron a los pocillos que contenian las
disoluciones de estimulacién y se afiadieron 100 pl de una suspensién de células de 3 x 10%/ml a las inserciones (3 x
105 células/pocillo). Después se dejo que las células migrasen durante 3 horas a 37 °C.

Después, se retiraron las inserciones y se afadieron 60 pl de una disolucion de trabajo de resazurina (Sigma,
Deisenhofen, Alemania) (440 uM en PBS; Biochrom, Berlin, Alemania) a los pocillos (también a los pocillos de
calibracion). Las placas se incubaron entonces a 37 °C durante 2,5 a 3 horas. Después de la incubacion, se
trasladaron 200 pl de cada pocillo a una placa negra de 96 pocillos. La medicién de las sefiales de fluorescencia se
realizé a 544 nm (excitacién) y 590 nm (emisién) en un lector de placas de multideteccién Fluostar Optima (BMG,
Offenburg, Alemania).

5.2 Protocolo para las placas Millipore MultiScreen

Se constituyeron las disoluciones de estimulacién (SDF-1 + diversas concentraciones de Spiegelmero) como
disoluciones 10X en una placa de 96 tubos de perfil bajo de 0,2 ml. Se pipetearon 135 pl de HBH en los
compartimentos inferiores de la placa MultiScreen y se anadieron 15 pl de las disoluciones de estimulacion. Todas
las condiciones se constituyeron por triplicado. Después de 20 a 30 minutos, la placa de filtro se inserté en la placa
que contenia las disoluciones de estimulacién y se afadieron 75 pl de una suspension de células de 1,33 x 108/ml a
los pocillos de la placa de filtro (1 x 10° células/pocillo). Después se dej6 que las células migrasen durante 3 horas a
37 °C.

Después, se retird la placa de insercion y se anadieron 20 pl de una disolucion de trabajo de resazurina (440 uM en
PBS) a los pocillos inferiores. Después las placas se incubaron a 37 °C durante 2,5 a 3 h.

Después de la incubacién, se trasladaron 100 pl de cada pocillo a una placa negra de 96 pocillos. La medicion de las
senales de fluorescencia se realizé6 como se describié anteriormente.

5.3 Evaluacion

Para la evaluacion, los valores de fluorescencia se corrigieron para la fluorescencia de fondo (pocillo sin células).
Después se calculé la diferencia entre las condiciones experimentales con y sin SDF-1. Se establecio que el valor
para la muestra sin Spiegelmero (sélo SDF-1) era 100%, y los valores para las muestras con Spiegelmero se
calcularon como porcentaje de esto. Para la curva de dosis-respuesta, los valores de porcentaje se representaron
graficamente frente a la concentracion de Spiegelmero y se determind el valor de ICso (concentracion de
Spiegelmero a la cual se presenta 50% de la actividad sin Spiegelmero) graficamente a partir de la curva resultante.

5.4 Resultados
5.4.1 Estimulacién dependiente de la dosis de células Jurkat por la SDF-1 humana

Se descubrié que la SDF-1 humana estimula la migracién de células Jurkat de una manera dependiente de la dosis,
estando la estimulacién semimaxima a aproximadamente 0,3 nM (Fig. 11).

5.4.2 Inhibicién dependiente de la dosis de la quimiotaxis inducida por SDF-1 humana por los Spiegelmeros de union
a SDF-1

Cuando se deja que las células migren hacia una disolucién que contiene SDF-1 humana mé&s concentraciones
crecientes de Spiegelmeros de union a SDF-1, se observa una inhibicién dependiente de la dosis. Las ICso
respectivas de los Spiegelmeros ensayados se especifican en el Ejemplo 1. Cuando se emplea un Spiegelmero
Control no especifico en lugar de los Spiegelmeros de uniéon a SDF-1, no se observa efecto inhibidor hasta 1 uM
(Fig. 26).
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5.4.3 Inhibicién dependiente de la dosis de la quimiotaxis inducida por SDF-1 de raton por los Spiegelmeros de union
a SDF-1

La SDF-1 se conserva bien a través de las especies: la SDF-1 de ratén se diferencia de la SDF-1a humana en un
aminoacido (isoleucina en la posicién 18 en lugar de valina). La SDF-1 murina puede estimular la quimiotaxis de
células Jurkat (Fig. 27) y se ha descubierto que esta accion es inhibida por los Spiegelmeros 192-A10-001 y 191-D5-
007-5-PEG con la misma potencia que en el caso de la SDF-1 humana (Fig. 28).

Ejemplo 6: Andlisis de union mediante medicién de resonancia de plasmoén de superficie

Se empled el instrumento Biacore 2000 (Biacore AB, Uppsala, Suecia) para analizar la unién de los Spiegelmeros a
la SDF-1a humana. Cuando se intenta conseguir el acoplamiento de la SDF-1a a través de grupos amina, la SDF-1a
se dializa contra agua durante 1-2 horas (ésteres de celulosa mixtos Millipore VSWP; tamafno de poro, 0,025 um)
para eliminar las aminas de interferencia. Se activaron chips detectores CM4 (Biacore AB, Uppsala, Suecia) antes
del acoplamiento de la proteina mediante una inyeccion de 35 ul de una dilucion 1:1 de NHS 0,4 My EDC 0,1 M con
un flujo de 5 pl/minuto. Después se inyect6 la quimioquina en concentraciones de 0,1-1,5 pug/ml con un flujo de 2
pl/minuto hasta que la respuesta del instrumento alcanz6 un intervalo de 1000-2000 UR (unidades relativas). Los
NHS ésteres sin reaccionar se desactivaron mediante una inyeccién de 35 pl de una disolucion de clorhidrato de
etanolamina (pH 8,5) con un flujo de 5 pl/minuto. El chip detector se cebd dos veces con tampdn de unidn y se
equilibr6 a 10 pl/minuto durante 1-2 horas hasta que la linea de base se estabiliz6. Para todas las proteinas, se
evaluaron los parametros cinéticos y las constantes de disociacion mediante una serie de inyecciones del
Spiegelmero en concentraciones de 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25 y 0 nM en tampon de seleccion (Tris-HCI, 20
mM; NaCl, 137 mM; KCI, 5 mM; CaCl;, 1 mM; MgClz, 1 mM; Tween20 al 0,1% [p/v]; pH 7,4). En todos los
experimentos, el analisis se realizé a 37 °C empleando el comando Kinject que define un tiempo de asociacion de
180 y un tiempo de disociacion de 360 segundos en un flujo de 10 pl/minuto. El andlisis de los datos y el calculo de
las constantes de disociacion (Kb) se realizé con el programa informatico BlAevaluation 3.0 (BIACORE AB, Uppsala,
Suecia) empleando el algoritmo de ajuste estequiométrico 1:1 Langmuir.

Ejemplo 7: Inhibicion de la unién de ['25J]-SDF-1 a células que expresan CXCR4 por los Spiegelmeros de unién a
SDF-1

7.1 Método

Se adquirié un clon de ADNc que codifica el receptor CXCR4 humano (NM_003467.2) en OriGene Technologies
(Rockville, MD) y se clon6 en el vector pCR3.1 (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania). El vector resultante se transfect6
en células CHO-K1 (DSMZ, Braunschweig, Alemania) empleando Lipofectamin 2000 (Invitrogen) y se seleccionaron
las lineas celulares de expresion estable mediante tratamiento con geneticina. La expresién de los receptores se
verifico mediante RT-PCR.

Para los ensayos de unidn, las células que expresan CXCR4 se sembraron en placas de 24 pocillos revestidas con
polilisina a una densidad celular de 1 x 10° células/pocillo y se cultivaron durante la noche a 37 C y COz al 5% en
medio CHO-Ultra (Cambrex, Verviers, Bélgica) que contenia penicilina 50 unidades/ml, estreptomicina 50 pg/ml y
geneticina 0,5 mg/ml.

Para el experimento de unidn, el medio se retird y las células se lavaron una vez con disolucién salina equilibrada de
Hank, que contenia ademas HEPES 20 mM, albimina de suero bovina 1 mg/ml, bacitracina 0,1 mg/ml (HBB).
Después las células se incubaron en 0,2 ml de HBB durante 1 hora a temperatura ambiente junto con ['25J]-SDF-1
50 pM (PerkinElmer, Rodgau, Alemania) y diversas concentraciones del Spiegelmero.

Se determind la unién no especifica afadiendo SDF-1 humana no marcada (R & D Systems, Wiesbaden, Alemania)
a una concentracion final de 0,5 uM a varios pocillos.

Después del periodo de incubacion, el sobrenadante se retir6 y los pocillos se lavaron 3 veces con HBB enfriado en
hielo. Después las células se lisaron con 0,1 ml de NaOH 0,1 M. Los lisados se trasladaron a viales de centelleo vy,
después de la adicién de 4 ml de céctel de centelleo liquido Unisafe 1 (Zinsser, Frankfurt, Alemania), se contaron en
un contador de centelleo Beckman LS6500.

Puesto que los valores para la unidon no especifica (union en presencia de una alta cantidad de SDF-1 sin marcar)
son algo mayores que los valores para la union total en presencia de altas concentraciones (500 pM) del
Spiegelmero, se empled la diferencia entre la unién maxima ("max") y la unién en presencia de Spiegelmero 500 pM
para el célculo de los valores de ICso.

7.2 Resultados

La representacion grafica de ['25J]-SDF-1 unida frente a la concentracion del Spiegelmero revelé que la unidn de
SDF-1 puede ser bloqueada por el Spiegelmero 192-A10-001 con una ICso de aproximadamente 60 pM (Fig. 29).

Ejemplo 8: Inhibicién de la activacion de MAP-quinasa inducida por SDF-1 por los Spiegelmeros de unién a SDF-1
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8.1 Método

Se sembraron células CHO que expresan CXCR4 en placas de 6 pocillos en una densidad de 0,5 x 10°
células/pocillos y se cultivaron durante aproximadamente tres horas a 37 °C y CO2 al 5% en medio CHO-Ultra
(Cambrex, Verviers, Bélgica) que contenia penicilina 50 unidades/ml, estreptomicina 50 pg/ml y geneticina 0,5
mg/ml. Después de la unién de las células el medio se retird y se sustituyé por medio F12 de Ham que contenia
penicilina 50 unidades/ml, y estreptomicina 50 pug/ml. Después las células se incubaron durante la noche a 37 °C y
COz2 al 5%. Tres horas antes de la estimulacion, el medio se sustituy6é una vez mas por medio F12 de Ham fresco.
Las células se estimularon con SDF-1 humana 1 nM y diversas cantidades del Spiegelmero durante 5 6 10 minutos.
Después el medio se retird y las células se lavaron rapidamente una vez con 1 ml de disolucién salina tamponada
con fosfato (PBS) enfriada en hielo, seguido de una lisis con tampo6n de muestra-SDS (Tris/HCI, pH 6,8, 62,5 mM;
glicerol al 10%; SDS al 2%; azul de bromofenol al 0,01%; beta-mercaptoetanol al 5%). Se afiadié 1 ul de benzonasa
0,5 u/ul (Merck, Darmstadt, Alemania) a cada pocillo y, después de una incubaciéon durante 5 a 10 minutos a
temperatura ambiente, los lisados se trasladaron a tubos Eppendorf, se incubaron a 95 °C durante 5 minutos y se
conservaron a -20 °C hasta su posterior analisis.

Se separaron 25 pl de los lisados en geles de SDS-poliacrilamida desnaturalizante al 10%. Después las proteinas se
trasladaron mediante electrotransferencia a membranas de nitrocelulosa HybondECL (Amersham/GE Healthcare,
Munich, Alemania). Después de la transferencia, las membranas se tifieron con rojo Ponceau (al 0,2% en acido
tricloroacético al 3%) para el control de la carga y transferencia de proteinas, y después se bloquearon mediante una
incubacién en TBS-T (disolucién salina tamponada con Tris (Tris/HCI 20 mM, pH 7,6, NaCl 137 mM) con Tween 20
al 0,1%) que contenia leche en polvo desnatada al 10% a 2-8 °C durante la noche.

La membrana entonces se incubé con anticuerpo anti-fosfo-MAP-quinasa de conejo (1:1000 en leche al 10% en
TBS-T) durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de lavar tres veces durante 5 minutos con TBS-T, la
membrana se incubd con conjugado de anti-IlgG de conejo-HRP (1:2000 en leche al 10% en TBS-T) durante 1 hora
a temperatura ambiente. Después la membrana se volvié a lavar tres veces durante 5 minutos con TBS-T, seguido
de una incubacién durante 1 minuto en reactivo quimioluminiscente LumiGlo®R. La luminiscencia se detecté mediante
una exposicion a peliculas de quimioluminiscencia Hyperfilm™ECL (Amersham/GE Healthcare) durante 30
segundos a 2 minutos. Los anticuerpos y el reactivo de deteccion de luminiscencia son componentes del kit de
anticuerpos de MAP quinasa (Thr202/Tyr204) PhosphoPlus p44/42 de Cell Signaling Technology (New England
Biolabs, Frankfurt a.M., Alemania).

8.2 Resultados

La estimulacion de células que expresan CXCR4 con SDF-1 humana 1 nM durante 5 minutos conduce a una
estimulacién profunda de la MAP-quinasa, indicada por un aumento en la intensidad de la banda que refleja la MAP-
quinasa activada. Esta activacion de la MAP-quinasa se puede inhibir de una manera dependiente de la dosis por el
Spiegelmero 191-A10-001 (Fig. 30).

Ejemplo 9: Analisis funcional del Spiegelmero de union a SDF-1 humana 193-G2-012-5'-PEG en un ensayo de
germinacién del anillo adrtico

Para ensayar si el Spiegelmero de unién a SDF-1 humana 193-G2-012-5-PEG también es funcional en un ensayo
de cultivos de érganos de angiogénesis convencional, se realizaron ensayos de germinacion del anillo aortico. Este
ensayo, en el que se evaltan la longitud y la abundancia de extensiones similares a vasos desde los explantes, se
ha convertido en el modelo de cultivo de érganos mas ampliamente empleado para la angiogénesis (Auerbach et al.,
2003). Ya se ha demostrado que la SDF-1 induce la germinacién en este tipo de ensayo (Salcedo et al., 1999).

Se cortaron aortas de rata en anillos, se introdujeron en una matriz de colageno y se incubaron con SDF-1 y con
SDF-1 mas el Spiegelmero de uniéon a SDF-1 humana 193-G2-012-5-PEG o con SDF mas un Spiegelmero control
PEGilado no funcional que no se une a SDF-1. Después de 6 a 7 dias se analizd la germinacion (es decir, el
crecimiento y extension de células endoteliales) tomando fotografias y determinando un indice de germinacion.

9.1 Método

Las aortas de ratas macho se obtuvieron en Bagheri Life Sciences (Berlin, Alemania). Las aortas se prepararon en
fresco y se trasladaron en hielo en medio MCDB 131 (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania) que contenia penicilina 50
unidades/ml, estreptomicina 50 pg/ml (ambas de Invitrogen, Karlsruhe, Alemania) y fungizona 2,5 pg/ml (Cambrex,
EE.UU.).

Para un experimento, una Unica aorta se traslad6 a una placa de cultivo celular junto con el medio y se retir6 el tejido
conectivo residual. Después la aorta se corté con un bisturi en anillos con una longitud de aproximadamente 1 a 2
mm. Los anillos se lavaron intensamente (al menos cinco veces) en Medio 199 (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania) y
se colocaron en los pocillos de una placa de 24 pocillos que contenian 450 pul de disolucién de colageno por pocillo.
Esta disolucion de colageno se prepard mezclando 9 ml de colageno de cola de rata (3 mg/ml en acido acético al
0,1%; Sigma, Deisenhofen, Alemania) con 1,12 ml de 10X Medio 199 (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania), 1,12 ml de
10X tampén de colageno (NaOH 0,05 N, HEPES 200 mM, NaHCO3s 260 mM) y 0,6 ml de glutamina 200 mM. Los
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anillos se orientaron de tal forma que los bordes recortados se encontraban perpendiculares al fondo del pocillo. Se
dejo que el colageno solidificase incubando las placas durante al menos una hora a 37 °C. Después se anadié 1 ml
de medio MCDB131 con adiciones (SDF-1 y Spiegelmeros) por pocillo. Los anillos se incubaron después a 37 °C
durante seis a siete dias. Como control de la germinacién, los experimentos también se realizaron con VEGF (factor
de crecimiento endotelial vascular).

La germinacion se documenté tomando fotografias con una camara digital. En algunos casos, los anillos se fijaron
mediante la adicion de 1 ml de paraformaldehido al 10% y se conservaron a 2-8 °C para su posterior
documentacién. Las fotografias se analizaron con el programa informatico de procesamiento de imagenes Scion
Image. Después de una calibracion con la ayuda de una fotografia tomada con un micrometro portaobjetos, se traz6é
una linea a una distancia de 0,33 mm desde el borde de un anillo. El programa informético generd un histograma a
lo largo de esta linea, los histogramas se imprimieron y se contaron los picos (que representan germinaciones que
cruzan la linea). Este nimero se consider6 el indice de germinacién. Se evaluaron de 4 a 5 anillos por condicién. El
analisis estadistico se realizd con WinSTAT para Excel.

9.2 Resultados

Pudo demostrarse que la SDF-1 induce la germinacion y que este efecto puede ser bloqueado por el Spiegelmero
de unién a SDF-1 humana 193-G2-012-5’-PEG. No se observo bloqueo de la germinacién inducida por SDF-1 con el
Spiegelmero control PEGilado no funcional (Figuras 31y 32).

Ejemplo 10: Movilizacién de células madre hematopoyéticas/células progenitoras hematopoyéticas (HSC/HPC) en
ratones mediante una Unica inyeccion de NOX-A12 que se derivatizé con PEG de 30 6 40 kDa

10.1 Sustancias de ensayo y esquema de administracion

Los ratones se inyectaron i.v. con 13,4 mg/kg de Spiegelmero de unién a SDF-1 NOX-A12-JE40 (SEQ ID 132),
Spiegelmero de unién a SDF-1 NOX-A12-NO30 (SEQ ID 242) o Spielgemero control revNOX-A12 (SEQ ID 243) que
no tienen actividad de unién a SDF-1. Una, seis, 24 6 48 horas después de la inyeccién [5 ratones por sustancia y
punto de tiempo] los animales sacrificaron y se recogi6 la sangre. Los grupos control se inyectaron con el vehiculo
(glucosa 5%), AMD-3100 (Sigma, Francia, 5 mg/kg s.c.) o con el factor estimulante de colonias (G-CSF, Neupogen)
(2,5 pg/raton/inyeccion, cada 12 horas). La finalizacién de los ratones se realiz6 en los mismos puntos que
anteriormente (véase la Fig.33). Para el grupo con G-CSF (Neupogen): Debido al esquema de inyecciéon de una
inyeccién cada 12 horas los animales que terminaron a la hora, y a las seis horas recibieron, por lo tanto, sélo una
inyeccion (a las 0 y 12 horas), el grupo que termind a las 48 horas recibieron cuatro inyecciones (a las 0, 12, 24 y 36
horas) (véase la Fig. 33). El recuento de células sanguineas se determin6 en un hemocitémetro.

10.2 Deteccién de HSC/HPC

Se incubaron primero cincuenta (50) pl de sangre entera con reactivo bloqueante FcR (Ref 130-092-575, Miltenyi
Biotec, Paris, Francia) en tampdn de tincion (PBS[Ref 17-516F, Lonza], BSA 0,2% [Ref A7030, Sigma], NaNs 0,02%
[Ref S2002, Sigma] y se incubaron después a temperatura ambiente en la oscuridad durante 30 minutos con FITC
conjugado anti-CD117 y anticuerpos PE conjugado anti-Ly-6A/E o con los correspondientes isétopos (como se
describe en la tabla de a continuacion).

Antigenos Clon Is6topo Fluorocromo Ref Fuente Cantidad
CD117 2B8 19G2o FITC 553354 BD Biosciences 1 Og
Isétopo control | 1gGapb FITC 553998 BD Biosciences 1 Og
CD117

Ly-6A/E D7 19G2a PE 553108 1 Og
Ly-6A/E isotopo | 1gGea PE 553930 1 Og
control

Las células sanguineas rojas se lisaron empleando el procedimiento “Fijar y lisar”. En resumen, el tampdn “Fijar y
lisar” se prepara mediante la adicion de 25uL de la disolucién IOTest 3 (Disolucién de Fijacién 10X [Ref A07800,
Beckman Coulter, Villepinte, France]) a 1 ml de VersalLyse [Ref A09777, Beckman Coulter] y se afadié 1 ml de la
mezcla a las células tefidas. Después de agitar e incubar durante 10 minutos en oscuridad a temperatura ambiente,
las células se centrifugaron y se lavaron una vez con 3 ml de tamp6n de tinciéon y se resuspendieron en 1 ml de
disolucién de microperlas de referencia (PKH26, Ref P7458, 220.000 perlas/ml, Sigma, 2 diluida en tampén de
tincion). Las muestras se almacenaron en hielo protegido de la exposicion de la luz hasta el analisis FACS.

Se analizé la superficie de fluorescencia de las células con un aparato citometro de flujo (FACS, CyFlow® space)
empleando una excitacion por laser de 488 nm de longitud de onda. Se recogié un total de 10.000 casos por cada
muestra.
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10.3 Calculo del nimero de células absolutas por pL

El volumen de las muestras sanguineas fue de 50 pl. Al final del procedimiento de preparacion, las células
sanguineas blancas (que se obtuvieron en la muestra de sangre de 50 pl) se resuspendieron en 0,75 ml de
disolucién de microperlas (obtenida mediante la %2 de disolucién de stock que contienen 220.000 perlas en 1 mL). El
nimero de células por mL de esta dltima disolucion es: (CN/BN) x (220000/2) y el nimero total de células es
(CN/BN) x (220000/2) x (0,75/1), donde CN es el nimero de recuentos para las células y NB es el nimero de
recuentos para las microperlas.

Ademas, este numero total de células se contienen en los 50 pl de sangre y el nimero total de células (ACN) por pl
es: (CN/BN) x (220000/2) x (0,75/1) x (1/50).

10.4 Determinacion de unidades formadoras de colonias (UFC)

Se eligio soélo la sangre de estos puntos de tiempo con la cantidad maxima de células progenitoras hematopoyéticas
(HPC)/células madre hematopoyéticas (HSC) para someterse a ensayos de UFC (un punto de tiempo idéntico para
todos los ratones por sustancia). La reduccion de células sanguineas rojas (RBCs, de sus siglas en inglés) de las
muestras de sangre periférica normal se realiz6 mediante la adicion de 10 volimenes 10x de tampoén de lisis
(NaH4Cl 0,8% con EDTA 0,1 mM) (ref. 07800, StemCell Technologies) para sangre periférica, mezclando invirtiendo
el tubo 3-4 veces e incubando en hielo durante 5-15 minutos. Después de la centrifugacion durante 7 minutos a
1.200 rpm, las células sanguineas blancas (WBCs, de sus siglas en inglés) se lavaron dos veces con Medio
Dulbecco Modificado (IMDM) que contiene suero bovino fetal inactivado por calor al 2% (FBS, Ref DE14-802F,
Lonza). Las WBCs nucleadas se contaron empleando un hemocitometro (contador MS9-5 (Melet Schloesing, Osny,
Francia)) después de diluirse 1/20 en acido acético 3% con azul de metileno (Ref 07060, StemCell Technologies).

Las células se cultivaron por ftriplicado en metilcelulosa 0,9% que contiene IMDM (Ref MethoCult® M03434,
StemCell Technologies) que contiene FBS inactivado por calor al 2%, factor de células madre de raton (rm)
recombinante (SCF, (factor de células totipotenciales), crecimiento de células mastocitos y progenitores mieloides y
linfoides), rm IL-3 y rh IL-6 (crecimiento para todos los linajes de progenitores mieloides tempranos), y erotropoyetina
humana recombinante (rh EPO, crecimiento de progenitores eritroides). En resumen, se diluyeron WBCs
concentrados 10 veces (0,4 ml) en metilcelulosa completa IMDM (concentracion final a definir durante el
experimento de validacién), se invirti6 cuidadosamente y se dej6 durante 2-5 minutos para que las burbujas se
disiparan antes de la dispensacion. Se dispensaron 1,1 ml de metilcelulosa al medio que contienen la mezcla de
células empleando una jeringa Luer-Lock y una aguja 16G de extremo romo (Ref 28110, StemCell Technologies) a
cada uno de los tres platos de cultivo de 35 mm (Ref 27150, StemCell Technologies). Los platos se inclinaron y
rotaron suavemente para distribuir la metilcelulosa. Los platos grandes destapados con agua estéril que contienen
35 mm se emplearon para sostener platos de 35 mm durante la incubacion a 37 °C, COz 5%, con una humedad del
95% durante 7 a 12 dias. Al final de la incubacion, las colonias se contaron manualmente como BFU-E (unidad
formadora de eitroides grandes), CFU-GM (unidad formadora de colonias de granulocitos y/o macréfagos) y CFU-
GEMM (unidad formadora de colonias de granulocitos, eritrocitos, macréfagos y megacariocitos) empleando un
microscopio y un disco de puntuacién cuadriculado de 60 mm (Ref 27500, StemCell Technologies). El nimero de
colonias se normalizé para UFC/mL sangre.

10.5 Resultados de la citometria de flujo

Los Spiegelmeros que se unen a SDF-1 NOX-A12-JE40 y NOX-A12-NO30 conducen a un incremento marcado de
HPC/HSC como se mide mediante CD117 y la tincién doble de Ly-6A/E en el analisis FACS (véase la Fig. 34). El
pico se observé a las 6 horas después de la administracion del Spiegelmero. NOX-A12-JE40 conduce a la liberacion
de 700 células CD117+Ly-6 A/E* por pL. El Spiegelmero NOX-A12-NO30 liberé 300 células CD117+Ly-6 A/E* por
pL de sangre. En el grupo del vehiculo se contaron 100 células CD117+Ly-6 A/E* por pL de sangre. El efecto de
movilizacion de HSP/HPC de G-CSF se vio en los ratones que habian recibido 4 inyecciones de G-CSF y que se
sacrificaron 48 después de la primera inyeccion (250 células CD117+Ly-6 A/E* por pL de sangre). AMD-3100 y el
Spiegelmero de union a SDF-1 NOX-A12-JE40 no mostraron ningun efecto. (Véase la Fig.34 para una
representacion grafica de todos los puntos de tiempo y todos los grupos).

Por lo tanto, el tratamiento con el Spiegelmero de unién a SDF-1 NOX-A12-JE40, el transitorio aumento de
HSC/HPC se acompand de un aumento transitorio del recuento celular total, que conduce principalmente a nimeros
aumentados de macréfagos, granulocitos y neutréfilos y por eosindfilos. EI Neupogen induce a un incremento en el
recuento de células sanguineas blancas (recuento WBC) junto con un incremento de eosindfilos [%] (véase la
Fig.41).

10.6 Resultados de ensayos de UFC

En comparacién con el vehiculo (0,8 UFC/mL), todas las sustancias conducen a un aumento de los valores medios
de UFCs total. Sin embargo, revNOX-A12-JE40 (6 horas) y AMD3100 (6 horas) s6lo muestran efectos marginales
(1,1 y 1,5 UFC/mL, respectivamente). Una inyeccién del Spiegelmero de unién a SDF-1 NOX-A12-JE40 conduce a
tantas UFCs/mL de sangre después de 6 horas, como a las cuatro inyecciones de G-CSF (medida 48 horas después
de la primera inyeccion y 12 horas después de la 42 inyeccion) (3,7 y 3,2 UFC/mL, respectivamente). Esto es cuatro
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veces el valor encontrado para el vehiculo. El Spiegelmero de unién a SDF-1 NOX-A12-NO30 dobl6 el recuento de
UFC en comparacion con el vehiculo (1,9 UFC/mL). Véase la Fig.35 para un resumen.

Ejemplo 11: Inhibicién de la neovascularizacion coroidea (CNV)

Se empleé el modelo animal de “neovascularizacion coroidea inducida por laser” para predecir el efecto de farmacos
en investigacion sobre la neovasculatura retiniana y coroidea. Esto aparece en enfermedades como la degeneracion
macular relacionada con la edad himeda o ‘proliferativa’ (DMRE), la retinopatia diabética y la oclusion de la vena
retiniana. CXCR4 ha demostrado expresarse en CNV inducida por laser (Lima e Silva et al., FASB J. 21:, 2007). Se
localizé con CD45 y células que expresan F4/80 sugiriendo que estas células son macréfagos derivados de BM. Los
inhibidores para CXCR4 reducen la CNV inducida por laser. Pero no se investigo si estas células expresan SDF1,
también. En esta estudio se evalud si el Spiegelmero de unién a SDF-1 NOX-A12-JE40 (SEQ. ID 132) bloquea la
neovascularizacion.

11.1 Métodos

Se anestesiaron y trataron con 3 quemaduras por laser por ojo a veintidés ratones C57/BL6J de no mas de 12
semanas de edad. Los animales desarrollaron neovascularizacion coroidea en los sitios del laser. Un dia después, 2
pl de una disolucién del Spiegelmero de unién a SDF-1 NOX-A12-JE40 440 uM disueltos en disolucion Ringer se
inyectaron en un ojo de manera intravitrea (dosis: 0,88 nmol = 12,9 ug [s6lo la parte oligo de la molécula] = 48 pg
[molécula total que incluye PEG]) mientras que el otro ojo recibié disolucién Ringer como un control. 14 dias
después del tratamiento laser, los animales se perfundieron con dextrano-fluoresceina, y se prepararon soportes
completos de coroides. Los soportes completos se evaluaron por los cambios vasculares del coroides y del area de
la membrana CNV.

Como un ojo de cada animal se inyecté con el Spielgemero y el otro recibié sélo el tampdn, se empled el ensayo de
clasificacion de Wilcoxon que trata la diferencia entre el ojo tratado y el ojo control de cada animal. El ensayo de
clasificacion de Wilcoxon analiza la diferencia entre dos medidas relacionadas, en nuestro caso los ojos tratados y
los ojos control de cada animal. Reconoce diferencias significativas incluso si el conjunto de ojos tratados y el
conjunto de ojos control no son diferentes estadisticamente. Se emple6 el siguiente dominio R: wilcoxsign_test (V1
~V2, datos = d0, distribucion = “exacto”) p < 0,05 es significativo en el nivel 95%.

11.2 Resultados

Se pudieron evaluar trece de los 22 ratones. La media del area de neovascularizacién de los ojos tratados con NOX-
A12-JE40 era mas pequefa que la media de los ojos tratados con disolucion Ringer, indicando que el Spielgemero
reduce la formacién de CNV. El valor p calculado por el ensayo de clasificacion de Wilcoxon por parejas era 0,021.
Por lo tanto, se concluye que el Spiegelmero de union a SDF-1 NOX-A12-JE40 reduce significativamente la
neovascularizacién coroidea inducida por laser en el modelo CNV de raton, sugiriendo el beneficio terapéutico
potencial (véase la Fig.36).

Ejemplo 12: Eficacia en nefropatia diabética

En glomeruloesclerosis, por ejemplo en diabetes, se mantiene como la principal causa de la enfermedad en la etapa
final porque los patomecanismos dependientes de angiotensina no siempre previenen la progresion de la
enfermedad. Por tanto, se requieren otras estrategias de tratamiento para afadir al arsenal terapéutico para la
glomeruloesclerosis. Datos recientes de estudios experimentales relacionan la progresién de la glomeroesclesosis
en ratones y seres humanos diabéticos con inflamacion intra-renal. Por ejemplo, mofetil micofenolato, metotrexato, o
la irradiacién reducen la excrecion de la albumina urinaria, y la glomeruloesclerosis en ratas con diabetes inducida
con estreptozotocina. Pero, los mecanismos molecular y celular de inflamacién intra-renal en nefropatia diabética
son escasos. Los pacientes con nefropatia diabética han aumentado niveles séricos de marcadores de fase aguda
de inflamacion pero esto puede no representar inflamacion intra-renal.

En este estudio se ensay6 el bloqueo de inicio tardio de SDF-1 con el Spiegelmero de unién a SDF-1 NOX-A12-
JE40 (SEQ. ID. 132) en ratones db/db que habian recibido una uninefrectomia a las 6 semanas de edad. La
administracion de NOX-A12-JE40 comenzé a los 4 meses de edad y se realizd 3 veces a la semana a la dosis de 50
mg/kg s.c (corresponde a 13,4 mg/kg de la parte del oligonucleétido). Dos meses después los animales se
sacrificaron y se determind la puntuacion de la glomeruloesclerosis.

Pero esta puntuacién, se consigue de los glomérulos individuales por infiltracién de leucocitos, y por cicatrizacion de
tejidos. Una puntuacion de 0 describe un glomérulo sano, mientras que una puntuaciéon de 4 describe la forma
completamente fibrética (Ninichuk, Clauss et al., 2008).

12.2 Resultados

Mientras que los ratones de tipo salvaje casi no tienen dafo renal a la edad de seis meses, los ratones db/db de la
misma edad muestran un marcado dafno renal. El dafio renal en ratones db/db que fueron uninefrectomizados a la
edad de seis semanas es incluso mas fuerte.
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El Spiegelmero de unién a SDF-1 NOX-A12-JE40 (SEQ. ID. 132), pero no el Spiegelmero control no especifico
revNOX-A12-JE40 (SEQ. ID. 243) de la secuencia inversa mejora significativamente el dafo renal que se observo
en ratones db/db con uninefrectomia después de los seis meses: Habia cantidades significativamente menores de
glomérulos con puntuacion renal alta (3 y 4). En cambio, se observaron alteraciones mas sutiles (infiltracion
leucocitaria) en una alta cantidad de glomérulos (véase Fig. 37).

Ejemplo 13: Spiegelmero de union a SDF-1 NOX-A12-JE40 que inhibe la pérdida vascular retiniana inducida por
VEGF en conejos pigmentados

La pérdida vascular de vasos retinianos ocurre en varias enfermedades oculares, como en la degeneracion macular
relacionada con la edad y en la oclusidn de la vena retiniana. Esto conduce a edema macular que deteriora la vision.

13.1 Métodos

En un modelo animal, la pérdida vascular retiniana se puede inducir en conejos mediante una inyeccién de VEGF
intravitrea. En este modelo, la permeabilidad de la vasculatura retiniana se mide mediante fotometria con
fluoresceina 48 horas después de la inyeccion intravitrea de VEGF. La inyeccion del producto de ensayo se realizé 5
dias antes del estimulo de VEGF. La permeabilidad que se observé dos dias después de la administracion de VEGF
se considera que no esta relacionada directamente al incremento de la permeabilidad que se observa de manera
transitoria después del estimulo con VEGF, sino un efecto de procesos descendentes mas duraderos que se
desencadenan mediante inyeccion de VEGF (Edelman, Lutz et al, 2005).

En este estudio se emplearon ocho conejos pigmentados por grupo (Fauve de Burgogne, 2-3 meses de edad). Los
grupos eran:

- 4 grupos de dosificacion de NOX-A12-JE40 (105 nmol, 40 nmol, 8 nmol, 1,6 nmol)
- un subgrupo de sustancia de referencia (Kenacort retard® (acetonido de triamcinolona 4%), 2 mg i.vt) y
- vehiculo (glucosa 5% por infusion).

El volumen de inyeccién era de 50 pL para todos los grupos. Cinco dias después de la administracién de la
sustancia en los ojos derechos, VEGF se administré sélo en los ojos derechos: 500 ng de VEGF1ss humana
recombinante en 50 pL de PBS. 48 horas después, se midi6 la permeabilidad retiniana en animales anestesiados
mediante fluorometria ocular (1 hora después una inyeccion i.v. de fluoresceina de sodio (10% en cloruro de sodio
0,9%, 50 mg/kg)). En resumen, la intensidad de fluorescencia se analizé in vivo a lo largo del eje dptico desde la
cornea hasta la retina de ambos ojos empleando un dispositivo de fluorofotometria (Fluorotron Master FM-2). Se
calcularon las curvas de distribucidon de intensidad integradas y la proporcion del area bajo la curva (AUC)
resultantes del ojo tratado con respecto al ojo sin tratar. Los valores medios del grupo y las desviaciones estandar se
calcularon y representaron en una grafica.

13.2 Resultados

La inyeccion intravitrea de 105 y 40 nmol del Spielgemero de uniéon a SDF-1 NOX-A12-JE40 en 50 pL de glucosa 5
dias después de la inyeccién de VEGF1ss humano recombinante (500 ng en 50 plL) inhibié significativamente la
permeabilizacién inducida por VEGF en la vasculatura retiniana 48 horas después del estimulo de VEGF. El
producto de referencia triamcinolona mostr6 también una fuerte reduccion de la permeabilidad vascular. Se han
realizado previamente experimentos BiaCore que han confirmado que a las concentraciones empleadas no ocurre la
unién a SDF-1 del Spielgemero NOX-A12-JE40. Por lo tanto, se puede asumir que NOX-A12-JE40 bloquea la ruta
descendente de VEGF (por ejemplo, el reclutamiento de leucocitos, pérdida de conexiones endoteliales estrechas
como un efecto de la sobre-expresion de SDF-1) que conduce a la permeabilidad vascular prolongada (véase la Fig.
38). NOX-A12-JE40 puede, por lo tanto, ser util para el tratamiento del edema macular o de retina en si mismo o de
la degeneraciéon macular relacionada con la edad o la oclusién de la vena retiniana secundaria.

Ejemplo 14: El Spelgiemero que se una a SDF-1 NOX-A12-JE40 inhibe la angiogénesis en retinopatia inducida por
oxigeno

El modelo murino de retinopatia inducida por oxigeno es una modelo para imitar la neovascularizacién de la retina
inducida por hipoxia, como se observa en retinopatia diabética, especialmente en retinopatia diabética proliferativa, y
en la degeneracion macular asociada con la edad (Smith, Wesolowski et al., 1994). El modelo se refiere también
como una retinopatia prematura ya que los bebés prematuros que se pusieron en incubadoras en hospitales se
volvieron ciegos debido a una exposicidon a oxigeno demasiado alta en las incubadoras que condujo a un
crecimiento anormal de los vasos retinianos durante el tiempo en la incubadora y que después volvieron a
condiciones norméxicas.

14.1. Métodos

En el modelo murino, ratones C57BL/6J recién nacidos se incubaron en oxigeno al 75% a partir de los dias P5-P12.
Después de retornar al oxigeno normal los animales desarrollan neovascularizacion retiniana debido a la hipoxia
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respectiva. El Spiegelmero de unién a SDF-1 NOX-A12-JE40 (880 ppmol en 2 pL de disolucion Ringer) se inyecté el
dia P12. En el dia P17 los ratones se perfundieron con dextrano-fluoresceina para visualizar la vasculatura retiniana.
Se emplearon soportes de retina completa para evaluar los cambios de la vasculatura retiniana en un modo
codificado mediante un sistema de puntuacion. La perfusion de FITC-Dextrano permite sélo la evaluacion de los
vasos perfundidos. Para visualizar los vasos inmaduros, ain no perfundidos, las monturas enteras se tifieron para
isolectina-B4 y, por consiguiente, se analizaron bajo un microscopio de fluorescencia. Los ojos tratados con el
Spiegelmero de unién a SDF-1 se compararon con los ojos tratados con el vehiculo de una manera intra-individual.
Se calcul6 la significancia mediante el ensayo de clasificacion de Wilcoxon. p = 0,05 corresponde al 95% de
confianza.

Se puntuaron los siguientes parametros:

1. nimero de grupos de vasos

2. tamano del area del grupo absoluto

3. tamano del area del grupo relativo

4. numero de vasos germinados (penachos)
5. tamafo absoluto de la zona avascular

6. tamaro relativo de la zona avascular

La puntuacion de la retinopatia se calcul6 a partir de estos parametros sobre las imagenes de dextrano-FITC
(Higgins, Yu et al., 1999). Los niveles de significancia para los parametros y la puntuacién de la retinopatia se
muestran en la Fig. 40.

14.2 Resultados

De los 34 ratones de ensayo, se pudieron evaluar 24 monturas enteras después de la perfusién con FITC-dextrano,
y se pudieron evaluar 15 después de la tincién con isolectina. Una inyeccion Unica del Spiegelmero de unién a SDF-
1 NOX-A12-JE40 en el dia P12 inhibe significativamente la formaciéon del penacho y, por lo tanto, mejora la
puntuacion de retinopatia general como se observo en el dia P17 (véanse las Figs. 39 y 40). Por lo tanto, NOX-A12-
JE40 puede tener un efecto beneficioso en enfermedades con neovascularizavion inducida por hipoxia,
especialmente en el ojo (por ejemplo, retinopatia diabética, DMRE).
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